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Résumé 
Les maladies autoimmunes sont des affections chroniques, le plus souvent invalidantes, 
qui touchent plus de 5% de la population dans les pays développés. L’autoimmunité résulte de 
la rupture des mécanismes de tolérance du système immunitaire vis-à-vis des autoantigènes 
exprimés par les tissus de l’organisme, entraînant la destruction d’un ou de plusieurs organes-
cibles par les lymphocytes T et/ou B. L’hépatite autoimmune et le diabète autoimmun se 
caractérisent par la destruction sélective des hépatocytes et des cellules β pancréatiques, 
respectivement. De plus en plus d’arguments suggèrent une implication des lymphocytes T 
CD8+ dans le déclenchement, la progression et la régulation des réponses associées à plusieurs 
maladies autoimmunes. Dans ce projet, nous avons suivi l’évolution de clones de lymphocytes 
T CD8+ spécifiques à un antigène particulier dont le site d’expression différait. Pour ce faire, 
nous avons développé deux nouveaux modèles murins double transgéniques par croisement 
entre une lignée de souris exprimant un TCR transgénique spécifique à la nucléoprotéine (NP) 
du virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV), et une souris exprimant cette NP-
LCMV : 1) uniquement dans les hépatocytes (modèle d’hépatite autoimmune), ou 2) 
simultanément dans le thymus et le pancréas (modèle de diabète autoimmun). L’avidité 
fonctionnelle des lymphocytes T CD8+ spécifiques à la NP chez les souris TCR transgéniques 
était inversement proportionnelle au niveau d’expression du TCR. Le répertoire lymphocytaire 
dans le thymus, la rate, les ganglions et le sang périphérique a été caractérisé pour chacune des 
lignées de souris double transgéniques, de même que la capacité fonctionnelle et le phénotype 
(marqueurs d’activation/mémoire) des lymphocytes T CD8+ autoréactifs. Chacun des deux 
nouveaux modèles présentés dans cette étude ont montré que les lymphocytes T CD8+ 
spécifiques à la NP sont aptes à briser la tolérance centrale et périphérique et à provoquer une 
réaction d’autoimmunité spontanée. Dans le modèle d’hépatite autoimmune, où l’expression 
de l’autoantigène était restreinte au foie, la surexpression du TCR transgénique a entraîné une 
délétion thymique quasi-totale des lymphocytes T CD8+ spécifiques à la NP prévenant le 
développement d’une hépatite spontanée. alors qu’un niveau de TCR comparable à celui d’une 
souris de type sauvage a permis une sélection positive des lymphocytes autoréactifs qui se sont 
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accumulés dans le foie où ils se sont activés pour provoquer une hépatite autoimmune 
spontanée. Dans le modèle de diabète autoimmun, où l’autoantigène était exprimé dans le 
pancréas et le thymus, les souris des deux lignées double transgéniques ont montré une 
délétion thymique partielle, peu importe le niveau d’expression du TCR. Seuls les mâles 
adultes développaient un diabète spontané et une partie de leurs lymphocytes T CD8+ 
exprimaient une combinaison particulière de marqueurs d’activation/mémoire (CD44, CD122, 
PD-1). Cette population lymphocytaire était absente chez les souris femelles et les mâles sains. 
L’étude de la tolérance des lymphocytes T CD8+ autoréactifs dans nos deux nouveaux 
modèles murins double transgéniques a permis d’identifier des mécanismes alternatifs 
possiblement impliqués dans la tolérance et l’activation, et de mieux comprendre le rôle des 
lymphocytes T CD8+ autoréactifs dans le processus autoimmun menant à l’hépatite 
autoimmune et au diabète autoimmun. Ces découvertes seront utiles pour développer de 
nouvelles approches thérapeutiques ciblant les lymphocytes T CD8+ autoréactifs. 
Mots-clés : Souris transgéniques, hépatite autoimmune, diabète autoimmun, lymphocytes T 
CD8+, tolérance, TCR, site d’expression antigénique, phénotype 
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Abstract 
Autoimmune diseases are chronic and often invalidating disorders affecting more than 
5% of the population in developed countries. Autoimmunity results from a breach in tolerance 
mechanisms towards autoantigens expressed in tissues and organs leading to the destruction of 
one or more target-organs by T and/or B lymphocytes. Autoimmune hepatitis and autoimmune 
diabetes are characterised by selective destruction of hepatocytes or pancreatic β cells 
respectively. Accumulating evidences suggest a direct implication for CD8+ T cells in 
initiation, progression and regulation processes associated with many autoimmune diseases. 
To study the development of CD8+ T cell clones towards a particular antigen whose 
expression site was different, we developed two new double transgenic mice models. Each 
mice model was obtained after breeding of a mouse expressing a TCR specific for the 
nucleoprotein (NP) from lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV) with a second mouse 
expressing this LCMV-NP either 1) exclusively in hepatocytes (autoimmune hepatitis model), 
or 2) broadly in the pancreas and thymus (autoimmune diabetes model). The functional avidity 
of the NP-specific CD8+ T cells clones in TCR transgenic mice lines was inversely correlated 
with their respective TCR expression level. The lymphocyte repertoire was characterized in 
each line of double transgenic mouse, and functional capacities and phenotype 
(activation/memory markers) of NP-reactive CD8+ T cells were assessed. Both new models of 
double transgenic mice showed that NP-reactive CD8+ T cells could break central and 
peripheral tolerance and provoke a spontaneous autoimmune response. In the autoimmune 
hepatitis model, where autoantigen was expressed only in the liver, overexpression of the 
transgenic TCR led to massive thymic deletion of the NP-specific CD8+ T cells and no 
hepatitis developed, whereas TCR expression matching wild-type level allowed positive 
selection of autoreactive CD8+ T cells which accumulated in the liver, became activated and 
led to hepatitis development. In the autoimmune diabetes model, where autoantigen was 
expressed both in the pancreas and thymus, both double transgenic mouse lines showed a 
partial thymic deletion of NP-specific CD8+ T cells, regardless of the TCR expression level. 
Only adult male mice developed spontaneous diabetes, and a population of their autoreactive 
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CD8+ T cells expressed a singular combination of activation/memory markers (CD44, CD122, 
PD-1) which was not seen in female and healthy male mice. The study of the tolerance of 
autoreactive CD8 + T cells in our two new double transgenic mouse models led us to identify 
alternative mechanisms potentially involved in tolerance and activation, and to better 
understand the role of autoreactive CD8 + T cells in the autoimmune processes leading to 
autoimmune hepatitis and autoimmune diabetes. These findings will be useful in developing 
new therapeutic approaches targeting autoreactive CD8+ T cells  
Keywords : Transgenic mice, autoimmune hepatitis, autoimmune diabetes, CD8+ T cells, 
tolerance, TCR, antigen expression site, phenotype 
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Chapitre 1 Introduction 
L’autoimmunité résulte d’un dérèglement des mécanismes de tolérance qui ont pour 
but d’éliminer les lymphocytes réagissant trop fortement vis-à-vis de molécules faisant partie 
du soi. Dans cette introduction, nous verrons comment le lymphocyte, cellule par excellence 
du système immunitaire des Vertébrés, a évolué pour devenir une cellule hautement 
spécialisée grâce à son récepteur unique et spécifique (TCR) qui, de concert avec la molécule 
du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH), permet de discriminer les molécules 
antigéniques faisant partie du soi et du non-soi. 
Nous passerons ensuite en revue la façon dont le répertoire de lymphocytes T est 
formé, depuis la sélection des chaînes du TCR, en passant par les étapes successives de 
sélections dans le thymus et les organes périphériques secondaires, et en terminant par les 
mécanismes d’activation du lymphocyte T lors de sa rencontre avec son antigène 
correspondant. 
Dans la dernière partie, la description de la pathogenèse et les critères de diagnostic des 
deux maladies autoimmunes faisant l’objet du présent projet, l’hépatite autoimmune et le 
diabète autoimmun, seront abordés. Les modèles animaux existants pour chacune de ces 
maladies autoimmunes et sur lesquels les connaissances actuelles ont été obtenues seront 
brièvement énumérés et commentés. 
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1 Le système immunitaire des Vertébrés 
L’immunité innée est un système d’auto-défense acquis très tôt dans l’évolution, que 
l’on retrouve chez les organismes unicellulaires primitifs jusqu’aux Vertébrés plus évolués 
(Cooper and Alder 2006). À la base de ce système de défense de première ligne, des 
récepteurs constitutifs reconnaissent certains motifs conservés chez différentes classes de 
pathogènes (bactéries, virus, parasites), permettant l’induction d’une réponse inflammatoire 
qui limite la progression de l’agent pathogène (Akira, Uematsu et al. 2006). Avec l’émergence 
des Vertébrés, un système immunitaire adaptatif se développe. On assiste à l’apparition d’un 
nouveau type de cellule spécialisée, portant un récepteur unique et spécifique à un antigène, 
capable de donner naissance à une lignée clonale : le lymphocyte.  
1.1 Les récepteurs antigéniques 
Les récepteurs des lymphocytes B (LB) et des lymphocytes T (LT), respectivement le 
BCR et le TCR, partagent tous des domaines prototypiques d’immunoglobulines (Ig) (Azumi, 
De Santis et al. 2003; Cooper and Alder 2006). Leur structure est assez similaire et comprend 
une région constante C ancrée à la membrane, surmontée par une région variable V impliquée 
dans la spécificité antigénique (figure 1.1). En raison de la longueur insuffisante des domaines 
Ig à l’intérieur de la membrane cellulaire, le BCR et le TCR doivent s’adjoindre des 
complexes invariants qui permettent la transduction du signal lors de la liaison du peptide sur 
le récepteur. Pour le BCR, il s’agit d’un corécepteur formé des chaînes Igα et Igβ qui contient 
2 domaines ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) nécessaires à la 
transmission du signal. De façon analogue, le TCR requiert la présence du complexe CD3 
formé d’une chaîne CD3δ, d’une chaîne CD3γ, de deux chaînes CD3ε et de deux chaînes 
CD3ζ. Le complexe CD3 contient au total 10 ITAM. Les ITAM sont des domaines hautement 
conservés chez les mammifères. Leur phosphorylation permet la liaison d’une enzyme 
(kinase) importante pour initier le signal d’activation du lymphocyte suite à l’engagement du 
récepteur. 
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Figure 1.1 Structure des récepteurs antigéniques des cellules B et T (BCR et TCR). 
Le BCR est constitué d’un domaine constant (C) et d’un homodimère dont chacun des 2 bras est formé 
d’une chaîne lourde (H) et légère (L). Ces chaînes comprennent chacune une région constante (C) et 
une région variable (V). Cette dernière détermine la spécificité antigénique du lymphocyte B. Le 
corécepteur, formé d’une chaîne Igα et d’une chaîne Igβ, est requis pour le signalement (signalling) 
grâce à ses 2 motifs ITAMs (rectangle). Le TCR est un hétérodimère formé de 2 chaînes, α et β, 
comprenant chacune une région constante (C) et une région variable (V) responsable de la spécificité 
antigénique. L’activation du TCR nécessite la présence du corécepteur CD3, formé des sous-unités εδ, 
εγ et ζζ, apportant un total de 10 ITAMs pour le signalement. Adapté de (Sadelain, Riviere et al. 2003) 
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Le système immunitaire adaptatif se caractérise principalement par un répertoire 
diversifié de lymphocytes arborant chacun un récepteur spécifique à un antigène unique. Pour 
atteindre un tel niveau de diversité, les Agnathes (Vertébrés sans mâchoire, tel la lamproie) 
recombinent des segments de gènes riches en leucine, afin d’encoder différents récepteurs de 
lymphocytes (Cooper and Alder 2006). Suite à l’émergence des Vertébrés à mâchoires, la 
diversification des récepteurs atteint son apogée avec l’apparition de mécanismes maximisant 
la variabilité somatique (Azumi, De Santis et al. 2003). La génération de la diversité des 
récepteurs s’effectue à l’intérieur de la lignée germinale par la recombinaison des segments de 
variabilité (V), de diversité (D) et de jonction (J) des gènes codant pour les chaînes du 
récepteur. Ainsi, le BCR est formée d’une chaîne lourde codée par les segments V, D et J et 
d’une chaîne légère codée par les segments V et J. De même, le TCR est constitué d’une 
chaîne β (segments V, D et J) et d’une chaîne α (segments V et J). Les gènes activateurs de 
recombinaisons (RAG1/2, recombination activating genes) sont responsables de l’introduction 
de recombinaisons aléatoires à la jonction des segments V(D)J des gènes codant pour les 
chaînes du récepteur. C’est par ce seul mécanisme que la totalité de la diversité des TCR est 
générée. Le nombre total de combinaisons de TCR possibles a été estimé entre 1012 et 1015 
(Davis and Bjorkman 1988). En ce qui concerne le BCR, il existe des mécanismes 
additionnels qui participent à l’augmentation de la diversité.  
La diversité du BCR chez l’humain et la souris peut être augmentée grâce à 
l’hypermutation somatique et à la commutation isotypique (class-switching), ces deux 
mécanismes étant sous l’action de l’enzyme AID (activation-induced cytidine deaminase). 
L’hypermutation somatique se caractérise par l’introduction de mutations ponctuelles dans les 
régions variables V des chaînes lourde et légère du récepteur. La commutation isotypique 
permet à une entité V(D)J donnée de s’associer à différentes régions constantes C qui 
déterminent la classe de l’Ig (isotype). Le mode d’action exact de l’AID reste encore imprécis. 
Elle pourrait participer à l’édition de l’ARN messager (ARNm), entraînant un bris simple brin 
qui serait réparé par la machinerie cellulaire, dans le cas de l’hypermutation somatique, ou par 
le système de réparation NHEJ (non homologous end joining) lors de la commutation 
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isotypique (Muramatsu, Kinoshita et al. 2000). Plus récemment, il a été proposé que l’AID 
puisse agir directement sur l’ADN en désaminant une cytidine ce qui résulte en une base 
uracile (U) qui n’est pas une base habituelle dans l’ADN. Le brin d’ADN erroné est reconnu 
par l’enzyme UNG (uracile-DNA glycosylase), qui clive l’uracile, laissant ainsi un site 
abasique qui sera ensuite réparé par d’autres polymérases (Di Noia and Neuberger 2007; 
Neuberger and Rada 2007). Le brin réparé résultant contient une mutation qui, si elle se situe 
dans la zone impliquée dans la reconnaissance de l’antigène, donne naissance à un récepteur 
avec une nouvelle spécificité. Le tableau 1 résume les similarités et les différences entre les 
récepteurs des cellules B et T. 
Tableau 1.I Différences et similarités entre les récepteurs antigéniques des cellules B et T 
(BCR et TCR) 
 BCR TCR 
Génération de la diversité Recombinaison des segments 
V(D)J des gènes codant pour les 
chaînes 
Recombinaison des segments 
V(D)J des gènes codant pour les 
chaînes 
Mécanisme additionnel 
d’augmentation de la 
diversité 
Hypermutation somatique : 
mutations ponctuelles dans les 
segments V. 
Commutation de classe : 
association des segments V(D)J 
avec une région constante C 
différente. 
Aucun 
 
Complexe invariant associé à 
la signalisation 
Igα-Igβ (2 ITAM) Complexe CD3 (10 ITAM) 
Reconnaissance du ligand 
(peptide) 
Reconnaissance directe de 
l’épitope (conformationnel ou 
linéaire)  
Reconnaissance du complexe 
peptide-CMH 
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1.2 Les molécules du CMH 
Les molécules du CMH de classe I et de classe II constituent des innovations récentes 
apparues chez les Vertébrés (Azumi, De Santis et al. 2003). Leur rôle est de présenter des 
peptides antigéniques aux lymphocytes T (LT), tout en permettant de discriminer le soi du 
non-soi. La répartition des molécules du CMH dans l’organisme dépend du type de peptide 
qu’elles doivent présenter (Peters, Neefjes et al. 1991). Toutes les cellules nucléées expriment 
le CMH de classe I. Cette molécule est formée lors de l’assemblage d’une chaîne lourde de 
classe I avec la β2 microglobuline (β2m) dans le réticulum endoplasmique (RE). Le CMH de 
classe I présente aux LT CD8+ des peptides intracellulaires résultant généralement de la 
dégradation de protéines cytosoliques ou virales par le protéasome ou d’autres protéases. Les 
fragments (peptides) sont transportés au RE par des protéines transporteuses. C’est à cet 
endroit que le CMH de classe I et le peptide forment un complexe stable qui est ensuite 
envoyé à la surface de la cellule (figure 1.2a).  
Les molécules du CMH de classe II sont exprimées seulement par un nombre limité de 
cellules, dont les CPA (macrophages, CD et LB). Le CMH II est aussi présent dans les cellules 
corticales et médullaires du thymus qui agissent en tant que CPA et jouent un rôle important 
lors du développement des thymocytes en LT. L’expression du CMH II peut être constitutive 
ou induite, par exemple par l’IFN-γ chez le macrophage. Les chaînes α et β du CMH II et la 
chaîne invariante li sont synthétisées et assemblées dans le RE. Le CMH II assemblé transite 
ensuite via l’appareil de Golgi et le trans-Golgi avant de rejoindre un compartiment 
endosomal/lysosomal, où il demeure sous une forme inactive en raison de la présence de la 
chaîne li qui bloque la niche antigénique. Le CMH de classe II présente aux LT CD4+ des 
peptides provenant de protéines exogènes englouties principalement par endocytose. Ces 
protéines sont fragmentées dans les endosomes/lysosomes à l’intérieur de la cellule. La chaîne 
invariante li du CMH II doit être digérée afin de permettre au peptide de s’associer. Le 
complexe formé est finalement transporté à la membrane cellulaire (figure 1.2b).  
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Figure 1.2 Voies de chargement conventionnelles des CMH I et II.   
(A) Les molécules de CMH de classe I (CMH I) sont chargées avec des peptides dérivés de la 
dégradation de protéines intracellulaires par le protéasome. (B) Les molécules de CMH de classe II 
(CMH II) sont chargées avec des peptides provenant de la dégradation de protéines extérieures dans les 
endosomes/lysosomes. RE, réticulum endoplasmique; TCR, récepteur de lymphocyte T; MIIC, MHC 
class II compartment (compartiment endosomal tardif); li, chaîne invariante. Adapté de (Klein, 
Hinterberger et al. 2011) 
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2 La sélection du répertoire des lymphocytes T 
Tous les lymphocytes (B et T) sont issus de progéniteurs communs. Ceux-ci 
proviennent soit du foie fœtal durant le développement initial du répertoire, soit de la moelle 
osseuse après la naissance. Pour les LB, le développement des précurseurs continue dans la 
moelle osseuse. En ce qui concerne les LT, les progéniteurs migrent plutôt vers le thymus afin 
de poursuivre leur maturation. 
2.1 La sélection des chaînes du récepteur des cellules T (TCR) 
Les précurseurs des LT qui entrent dans le thymus deviennent des thymocytes. Ils sont 
dits double négatifs (DN), car ils n’expriment aucun corécepteur CD4 ou CD8. Les chaînes γ 
et δ du récepteur de cellule T (TCR) sont exprimées à un stade précoce du développement des 
thymocytes DN immatures. La force du signal du TCR γδ semble jouer un rôle critique dans le 
choix de la lignée : un signal fort engagerait le thymocyte à poursuivre en tant que γδ, tandis 
qu’un signal faible amènerait plutôt le thymocyte à s’engager dans la voie αβ (Hayes, Li et al. 
2005; Zarin, Wong et al. 2014). Une fraction seulement des précurseurs de cellules T 
s’engagent dans la lignée γδ. Le lieu de leur maturation est extra-thymique, mais demeure 
encore inconnu (Bandeira, Itohara et al. 1991). Les LT γδ sont des résidents des tissus 
épithéliaux, notamment des muqueuses intestinale et pulmonaire. Les LT γδ sont capables de 
reconnaître un antigène sans que celui-ci n’ait eu besoin d’être traité et présenté par une CPA; 
toutefois, la majorité des ligands de ces récepteurs demeurent inconnus, de même que les 
mécanismes de reconnaissance. Le répertoire des LT γδ montre une diversité limitée mais de 
haute fréquence, ce qui leur permet une réponse rapide sans avoir recours à une expansion 
clonale préalable (Shin, El-Diwany et al. 2005). Les LT γδ sont impliqués dans la régulation 
de la réponse immunitaire, mais ne semblent pas jouer de rôle majeur dans la reconnaissance 
antigénique (Hayday 2000). 
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La majorité des thymocytes DN s’engagent vers la lignée αβ, ce qui signifie que leur 
TCR est constitué d’une chaîne α et d’une chaîne β. La maturation du TCR débute avec le 
réarrangement des segments VDJ des gènes codant pour la chaîne β, jusqu’à l’obtention d’une 
chaîne fonctionnelle capable de s’assembler avec une chaîne pré-Tα (figure 1.3a). À ce stade, 
l’exclusion allélique empêche tout nouveau réarrangement de la chaîne β déjà sélectionnée 
(Uematsu, Ryser et al. 1988). Le réarrangement de la chaîne α, lequel n’est pas soumis à 
l’exclusion allélique, débute alors. Le réarrangement des segments VJ des gènes de la chaîne α 
se poursuit jusqu’à ce qu’un TCR fonctionnel, capable de se lier avec un complexe peptide-
CMH (pCMH) avec une certaine affinité minimale soit assemblé : c’est la sélection positive 
(Hogquist, Baldwin et al. 2005; Klein, Hinterberger et al. 2009). Lors de la sélection positive 
qui a lieu dans le cortex du thymus, le thymocyte immature est appelé double positif (DP), 
puisqu’il exprime à la fois les corécepteurs CD4 et CD8 (Ebert, Ehrlich et al. 2008; Klein, 
Hinterberger et al. 2009). Les thymocytes qui ne réussissent pas à s’associer peuvent 
réarranger leur chaîne α jusqu’à ce que le TCR soit capable de se lier efficacement à un 
complexe pCMH. Un thymocyte qui ne parvient pas à assembler un TCR fonctionnel est 
éliminé. Selon le type de molécule du CMH avec laquelle le TCR se lie durant la sélection 
positive, le thymocyte conserve à sa surface l’un des corécepteurs qui le caractérisera, soit le 
CD4 (avec un CMH de classe II) ou le CD8 (avec un CMH de classe I). Il devient alors un LT 
CD4+ ou CD8+, respectivement. Les LT CD4+ et CD8+ migrent vers la médulla du thymus 
où ils subissent une étape de sélection additionnelle, appelée tolérance centrale (Klein, 
Hinterberger et al. 2009).  
2.1.1 Le cas particulier de la souris avec un TCR transgénique 
Afin d’étudier les mécanismes de tolérance des LT, plusieurs lignées de souris 
exprimant un TCR transgénique (Tg) ont été développées (Steinmetz, Bluthmann et al. 1989; 
Hogquist, Jameson et al. 1994; Barnden, Allison et al. 1998; Mueller, Heath et al. 2002; 
Bettelli, Pagany et al. 2003). Les gènes codant pour les chaînes α et β du TCR choisi sont 
introduits dans le pronucléus d’œufs de souris fécondés et implantés chez une souris porteuse. 
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Les deux chaînes Tg du TCR sont exprimées très tôt durant le développement des LT des 
embryons, ce qui a pour effet de court-circuiter les étapes de réarrangement et de sélections 
habituelles (figure 1.3b). Chez ces souris Tg, à cause de l’exclusion allélique, toutes les 
chaînes β sont Tg (Uematsu, Ryser et al. 1988; Malissen, Trucy et al. 1992). Par contre, 
l’exclusion allélique ne s’applique pas pour les chaînes α qui peuvent être soit endogènes, soit 
Tg (Malissen, Trucy et al. 1992). Le répertoire des souris avec un TCR Tg est variable selon la 
lignée, mais présente une caractéristique particulière. En effet, un TCR Tg restreint par le 
CMH de classe I favorise un biais (skewing) envers les LT CD8+, i.e. que le répertoire de ces 
souris Tg montre une plus grande proportion de LT CD8+ comparativement au répertoire 
d’une souris de type sauvage (Steinmetz, Bluthmann et al. 1989; Hogquist, Jameson et al. 
1994; Mueller, Heath et al. 2002). De la même façon, un TCR Tg restreint par le CMH de 
classe II donnera un répertoire biaisé vers les LT CD4+ (Ho, Cooke et al. 1994; Barnden, 
Allison et al. 1998; Bettelli, Pagany et al. 2003). 
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Figure 1.3 Expression précoce d’un TCR transgénique par rapport à un TCR normal chez la 
souris.  
(A) Chez la souris normale, le réarrangement du locus Tcrb codant pour la chaîne β du TCR survient 
au début du stade DN. Le pré-TCR doit être fonctionnel, i.e. s’associer de façon efficace avec une 
chaîne pré-Tα (pTα), pour être autorisé à poursuivre avec le réarrangement du locus Tcra, codant pour 
la chaîne α du TCR, entre les stades DN et DP. (B) Chez la souris avec un TCR transgénique (Tg), les 
2 chaînes Tg α et β sont exprimées simultanément dès le début du stade DN et il n’y a pas de 
réarrangement des locus du TCR. DN, double négatif; DP, double positif; SP, simple positif. Adapté de 
(Hogquist, Baldwin et al. 2005) 
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2.2 Les mécanismes de tolérance 
Le très grand nombre de combinaisons de chaînes des TCR fait en sorte qu’il y en aura 
immanquablement quelques uns qui seront spécifiques à des constituants du soi, entraînant 
ainsi un risque potentiel d’autoimmunité pouvant être à l’origine d’un état pathologique. Afin 
d’éliminer les clones de LT autoréactifs du répertoire ou de les rendre inopérants, il existe des 
mécanismes de contrôle. Le premier de ces mécanismes est la tolérance centrale, qui a lieu 
dans le thymus peu après la génération des lymphocytes T SP. Les clones T autoréactifs ayant 
survécu à cette sélection et se retrouvant en périphérie seront soumis à la tolérance 
périphérique, afin d’écarter tout danger potentiel d’autoimmunité. 
2.2.1 L’expression des peptides antigéniques 
La tolérance centrale implique la présentation de peptides antigéniques aux 
lymphocytes T nouvellement formés, afin d’éliminer ceux pouvant présenter une réactivité 
trop forte face aux peptides constituants du soi. Ces derniers représentent un vaste échantillon 
de protéines pouvant être exprimées simultanément dans plusieurs tissus de l’organisme 
(antigène ubiquitaire). Par contre, la découverte inattendue dans le thymus de transcrits 
d’ARN messager codant pour certaines protéines dont l’expression est limitée à seulement 
quelques tissus isolés a poussé des chercheurs à s’intéresser à la synthèse ectopique de ces 
protéines (antigènes) tissulaires restreintes à la périphérie.  
L’étude de patients atteints d’APECED (autoimmune polyendocrinopathy-candidiasis-
ectodermal dystrophy), une maladie monogénétique caractérisée par une autoimmunité contre 
de multiples organes, a permis d’en identifier la cause : une déficience dans l’expression du 
gène Aire (autoimmune regulator). Des souris chez lesquelles le gène Aire a été 
artificiellement altéré montrent un défaut de tolérance et développent aussi une réponse 
autoimmune dirigée contre plusieurs organes : glandes salivaires, follicules ovariens, rétine, 
etc. (Anderson, Venanzi et al. 2002). Ceci suggère que le gène Aire joue un rôle essentiel dans 
la délétion clonale des LT spécifiques pour des antigènes tissulaires restreints (ATR) (Liston, 
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Lesage et al. 2003). De plus, Aire agit comme un facteur de transcription qui contrôle 
l’expression ectopique de plusieurs ATR à l’intérieur d’une population de cellules épithéliales 
médullaires du thymus (Derbinski, Schulte et al. 2001; Anderson, Venanzi et al. 2002; 
Derbinski, Gabler et al. 2005). Ainsi, la tolérance centrale couvre un très large spectre 
antigénique, au-delà des protéines normalement exprimées dans le thymus, mais englobant 
aussi des ATR.  
2.2.2 La tolérance centrale 
Le thymus est formé de deux régions anatomiques principales. La région externe, 
appelée cortex, abrite les thymocytes entre les stades DN et DP, tandis que la région interne, la 
médulla, contient des thymocytes au stade SP (Hogquist, Baldwin et al. 2005; Xing and 
Hogquist 2012). 
La première étape qui façonne le répertoire de LT, la sélection positive, a lieu dans le 
cortex qui renferme des cellules épithéliales corticales thymiques (cTECs) (figure 1.4). Ces 
dernières agissent en tant que cellules présentatrices d’antigènes (CPA) et expriment une 
variété de complexes pCMH pour la sélection positive. Les cellules épithéliales du thymus en 
général expriment constitutivement un haut niveau de molécules CMH de classe II, mais sont 
plutôt inefficaces pour présenter des protéines exogènes selon la voie endocytique classique 
(Kasai, Hirokawa et al. 1996). De plus, des études récentes suggèrent que les cTECs génèrent 
leurs complexes pCMH en empruntant des voies protéolytiques distinctes des autres CPA 
présentes dans le thymus ou en périphérie (Klein, Hinterberger et al. 2009). Bien que la 
gamme complète de pCMH exprimés par les cTECs soit encore indéterminée, il semblerait 
qu’une diversité limitée de pCMH de haute spécificité soit en mesure de générer un répertoire 
de LT final très diversifié (Klein, Hinterberger et al. 2009). Les thymocytes DP possédant un 
TCR capable de former un lien fonctionnel avec un complexe pCMH présenté par une cTEC 
sont autorisés à poursuivre leur maturation dans la médulla. Par contre, ceux qui échouent 
meurent par négligence (death by neglect), un phénomène responsable de l’élimination de 80-
90% des thymocytes durant le processus de sélection du répertoire (Klein, Hinterberger et al. 
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2009). Une fraction des thymocytes DP semblent plutôt subir une mort par instruction (death 
by instruction) : suite à la liaison de la molécule CD8 avec le CMH I en absence d’un 
engagement productif du TCR, on observe le relâchement de cytochrome c et la fragmentation 
de l’ADN menant à l’apoptose (Grebe, Clarke et al. 2004). 
Les thymocytes positivement sélectionnés s’engagent dans une lignée T en exprimant 
un seul des marqueurs CD4 ou CD8 avant de passer dans la médulla (figure 1.4). Les 
thymocytes devenus simple positifs (SP) demeurent dans la médulla pour une période de 4-5 
jours. Durant ce séjour, les nombreuses CPA présentes, principalement les cellules épithéliales 
thymiques de la médulla (mTEC) et exprimant toute une gamme d’antigènes diversifiés sont 
littéralement «scannées» par les thymocytes en développement. Depuis la dernière décennie, 
des mécanismes particuliers permettant d’améliorer la présentation d’antigènes très peu 
exprimés, ou exprimés par un nombre très limité de cellules ont été mis en évidence. Par 
exemple, lors de la présentation croisée, des ATR exprimés par seulement quelques mTEC, ou 
encore des molécules pCMH intactes, peuvent ainsi être transférés aux CD voisines qui 
pourront ensuite les présenter afin d’augmenter la probabilité de rencontre avec un thymocyte 
spécifique (Klein, Roettinger et al. 2001; Gallegos and Bevan 2004; Millet, Naquet et al. 
2008). De plus, des CD migratoires en provenance des organes périphériques seraient aussi 
capable d’immigrer au thymus afin d’y présenter un antigène non exprimé par les mTEC ou 
présent en très faible quantité dans la circulation (Bonasio, Scimone et al. 2006; Klein, 
Hinterberger et al. 2009; Hadeiba, Lahl et al. 2012).  
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Figure 1.4. Interactions entre les thymocytes et les cellules stromales du thymus lors de leur 
développement en lymphocytes T.  
Les progéniteurs hématopoïétiques provenant de la moelle osseuse arrivent au thymus par la circulation 
sanguine. Durant son développement dans le cortex du thymus, le thymocyte réarrange d’abord la 
chaîne β, puis la chaîne α de son TCR. Les contacts périodiques avec les cellules épithéliales du cortex 
(cTECs) permettent de valider la fonctionnalité des chaînes réarrangées. Une fois que le thymocyte a 
acquis un TCR fonctionnel au stade double positif (DP), il choisit de s’engager dans la lignée CD4 ou 
CD8, avant de migrer dans la médulla. Pendant sa résidence de 3-4 jours dans la médulla, le thymocyte 
scanne les cellules épithéliales médullaires (mTEC) et les cellules dendritiques (CD) présentant toute 
une panoplie d’antigènes différents qui reflètent l’ensemble des peptides qui composent le soi. Au 
terme de sa maturation, le thymocyte devient un lymphocyte T CD4+ ou CD8+ et quitte le thymus par 
la voie sanguine afin de gagner les organes lymphoïdes périphériques (rate, ganglions). Adapté de 
(Klein, Hinterberger et al. 2009) 
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Lors de la présentation antigénique, le destin d’un LT dépend du degré 
d’affinité/avidité de son TCR pour le peptide correspondant. Selon le modèle classique 
d’affinité (figure 1.5), les LT de faible affinité ne réussissent pas à être positivement 
sélectionnés et sont éliminés (mort par négligence ou par instruction). Ceux possédant une 
affinité trop grande sont aussi supprimés (délétion clonale), car ils représentent un danger trop 
grand d’autoréactivité face au soi. Toutefois, une fraction de ces LT de forte affinité peut être 
redirigés dans une voie alternative et devenir des cellules T régulatrices (Treg). Seuls les LT 
avec une affinité intermédiaire sont sélectionnés et peuvent quitter le thymus pour rejoindre 
les organes lymphoïdes périphériques.  
 
Figure 1.5. Sélection des thymocytes selon le modèle classique d’affinité.  
Selon le modèle classique de sélection des thymocytes, l’affinité/avidité du récepteur TCR avec son 
ligand pCMH détermine le sort de celui-ci. Les thymocytes qui ne réussissent pas à former une 
association suffisamment forte ou durable avec le complexe pCMH correspondant meurent par 
négligence. Ceux dont l’affinité avec le pCMH est très forte constituent un risque potentiel 
d’autoimmunité et sont éliminés par délétion clonale. Toutefois, une fraction des thymocytes de forte 
affinité peuvent être dérivés dans une voie alternative afin de devenir des cellules T régulatrices (Treg). 
Adapté de (Xing and Hogquist 2012) 
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D’autres mécanismes de tolérance centrale plus rares et dont la prépondérance est mal 
connue peuvent permettre aux thymocytes fortement autoréactifs d’éviter la délétion clonale. 
Il s’agit de l’édition du récepteur (receptor editing) et de l’induction de l’anergie. L’édition du 
récepteur consiste en un réarrangement secondaire du locus TCRα entraînant un changement 
de spécificité du TCR (McGargill, Derbinski et al. 2000). Par ailleurs, l’anergie entraîne un 
état de non-réponse chez un LT autoréactif, mais ce mécanisme est surtout rencontré en 
périphérie et fera l’objet d’une section ultérieure (voir section 2.2.3.2).  
Les études sur la tolérance centrale des LT ont été réalisées à l’aide de modèles de 
souris Tg exprimant un TCR et/ou un Ag/superantigène particulier. Selon la nature du TCR, 
on observe deux catégories de modèles Tg : ceux dont les chaînes du TCR sont exprimées au 
stade DN, et ceux dont les chaînes du TCR sont exprimées au stade SP (Hogquist, Baldwin et 
al. 2005). Cependant, dans tous les cas, les chaînes des TCR des souris Tg sont exprimées plus 
tôt que chez la souris de type sauvage : il y a donc des différences subtiles quant au moment et 
au lieu de délétion des clones de LT. De manière générale, les modèles de souris Tg exprimant 
un Ag ubiquitaire (exprimé à la fois dans le cortex et la médulla du thymus) entraînent une 
délétion clonale précoce dans le cortex. Dans les modèles faisant plutôt appel à un ATR, dont 
l’expression est contrôlée par Aire chez les mTECs, la délétion clonale se produit plus 
tardivement dans la médulla (Xing and Hogquist 2012). Étant donné que la chaîne α du TCR 
chez la souris de type sauvage est exprimée seulement au stade DP, la délétion médullaire (au 
stade SP) est la plus probable chez les animaux non Tg (Baldwin, Sandau et al. 2005; Xing 
and Hogquist 2012). C’est aussi au stade SP que les thymocytes des souris normales comptent 
le plus grand nombre de cellules apoptotiques (Surh and Sprent 1994; Cho, Edmondson et al. 
2003).   
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2.2.3 La tolérance périphérique 
Plusieurs mécanismes en périphérie sont mis en place pour réprimer les LT autoréactifs 
qui ont pu échapper à la tolérance centrale et qui constituent de ce fait un danger potentiel 
d’autoimmunité. Un LT ayant échappé à la délétion dans le thymus peut facilement être activé 
en périphérie et provoquer des dommages tissulaires, parce que le seuil critique d’activation 
serait plus bas en périphérie (Enouz, Carrie et al. 2012). La tolérance périphérique est aussi 
cruciale pour les LT qui rencontrent leur Ag respectif pour la 1re fois en dehors du thymus 
comme dans le cas d’un Ag alimentaire ou d’un Ag présent lors d’une infection par un 
pathogène. Les mécanismes de tolérance périphériques sont dits intrinsèques lorsqu’ils se 
produisent au sein même du LT concerné, comme par exemple l’apoptose, l’anergie, 
l’ignorance ou le changement de phénotype. D’autres mécanismes dits extrinsèques 
impliquent l’intervention de cellules additionnelles, comme les Treg et les CD tolérogènes.  
2.2.3.1 L’apoptose 
De la même façon que les thymocytes sont sélectionnés dans le thymus, c’est l’avidité 
du LT qui détermine son sort. L’avidité fonctionnelle se définit comme étant la résultante de 
l’ensemble des forces de liaison entre le TCR d’un LT avec le complexe pCMH présenté par 
une CPA. Ce concept englobe l’affinité du TCR pour son ligand, le niveau d’expression du 
TCR et la quantité du ligand requise pour l’activation du LT, tout en tenant compte également 
des signaux produits par les autres molécules de costimulation (Ashton-Rickardt and 
Tonegawa 1994; Hofmann, Radsak et al. 2004; Kroger and Alexander-Miller 2007; Vigano, 
Utzschneider et al. 2012). En général, un LT mature de haute avidité rencontrant pour la 1re 
fois son Ag correspondant en périphérie subit une activation initiale, suivie de quelques rondes 
de division cellulaire; c’est la phase d’expansion durant laquelle les LT sont résistants à 
l’apoptose (figure 1.6). Par contre, lors de la résolution de la réponse immune (phase de 
contraction), les LT deviennent sensibles à l’apoptose (Morgan, Kurts et al. 1999; Brenner, 
Krammer et al. 2008). Il existe deux principaux types de mécanismes apoptotiques. La mort 
cellulaire induite par activation (AICD, activation-induced cell death) est initiée par des 
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récepteurs à la surface cellulaire qui se lient à des domaines de mort présents dans le 
cytoplasme. L’autre mécanisme d’apoptose, la mort autonome de cellule activée (ACAD, 
activated cell autonomous death) est intracellulaire et indépendante des domaines de mort. 
 
 
Figure 1.6. Déroulement de la réponse immune d’un lymphocyte T. 
Suite à une stimulation antigénique du TCR, les lymphocytes T (LT) subissent une phase d’expansion 
durant laquelle ils sont résistants à l’apoptose. Au début de la phase de contraction de la réponse 
immune, les LT deviennent sensibles à l’apoptose. Le type de mort cellulaire qui s’ensuit, autonome 
(ACAD) ou induite par activation (AICD), dépend respectivement de l’absence ou de la présence de 
restimulation du TCR par l’antigène. Adapté de (Brenner, Krammer et al. 2008) 
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L’activation répétée d’un LT par son Ag spécifique, par exemple lors d’une infection 
chronique ou d’une maladie autoimmune, peut entraîner l’AICD. L’AICD est une voie 
apoptotique dépendante du TCR. Cette voie est généralement activée par la molécule CD95 
(Fas) qui est exprimée constitutivement sur plusieurs types de cellules dont les LT. 
L’activation du LT par le lien TCR-pCMH en présence d’IL-2 induit l’expression de CD95L 
(FasL) par le LT. La liaison de CD95 avec son ligand CD95L entraîne la trimérisation des 
queues cytoplasmiques de CD95 (figure 1.7). Ensuite, une protéine adaptatrice associée à Fas 
(CD95) et contenant un domaine de mort (FADD) vient se fixer au site de trimérisation pour 
former un complexe DISC (death inducing signalling complex) à l’intérieur de la cellule. Le 
complexe DISC permet aux pro-caspases-8/10 de se fixer pour être activées. Les caspases 
initiatrices (8/10) activent à leur tour la cascade des caspases effectrices (3 et 7) qui entraînent 
la mort de la cellule (Krammer, Arnold et al. 2007; Brenner, Krammer et al. 2008).  
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Figure 1.7. Mort cellulaire induite par activation dépendante de CD95 (Fas). 
La mort cellulaire induite par activation (AICD) est souvent dépendante de CD95 (Fas). La 
liaison de CD95 (Fas) avec son ligand CD95L (FasL) entraîne la trimérisation (regroupement 
par 3) des parties cytoplasmiques du récepteur CD95 (Fas). Le recrutement de la protéine 
adaptatrice associée à Fas contenant un domaine de mort (FADD) vient se fixer au site de 
trimérisation et permet aux pro-caspases initiatrices (8/10) de s’attacher. Le tout forme un 
complexe signalétique induisant la mort (DISC) qui a la capacité d’activer la cascade de mort 
constituée par les caspases effectrices (3/7). Adapté de (Krammer, Arnold et al. 2007) 
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Une autre voie complémentaire, dépendante de HPK1, a aussi été mise en évidence et 
serait à l’origine de la mort cellulaire en inhibant le complexe IKK, nécessaire à l’activité du 
facteur de transcription nucléaire NK-κβ (Brenner, Krammer et al. 2008; Israel 2010) (figure 
1.8). Les cellules de type Th1 seraient plus susceptibles à la voie induite par CD95L, par 
contre les Th2 emprunteraient plutôt une autre voie dépendante de la granzyme B (Zhang, 
Brunner et al. 1997). En effet, des souris déficientes en granzyme B montrent une abolition 
complète de l’AICD, accompagnée d’une susceptibilité accrue au développement d’une forme 
d’asthme (Devadas, Das et al. 2006).  
 
Figure 1.8. Mort cellulaire induite par activation dépendante de HPK1. 
Suite à l’engagement du TCR, HPK1 (kinase des progéniteurs hématopoïétiques) est clivée en HPK1-
N et HPK1-C. La forme HPK1-C rend la cellule sensible à la mort induite par activation (AICD) en 
bloquant l’activité du complexe IKK (kinase I kappa Β), ce qui prévient l’activation du facteur de 
transcription nucléaire NK-κβ. Adapté de (Brenner, Krammer et al. 2008) 
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L’apoptose peut aussi être induite de façon indépendante du TCR et des récepteurs de 
mort cellulaire lors de l’ACAD. En effet, ce mécanisme intracellulaire fait plutôt référence à 
l’absence de facteurs de survie, ce qui se traduit par la mort de la cellule (Hildeman, Zhu et al. 
2002; Brenner, Krammer et al. 2008). Cette voie fait intervenir des molécules de la famille 
Bcl-2. Cette famille se divise en 3 groupes selon leurs caractéristiques structurales et 
fonctionnelles (Strasser 2005). Le 1er groupe comprend des molécules anti-apoptotiques telles 
que Bcl-2 et Bcl-XL. Le 2e groupe englobe des molécules pro-apoptotiques comme Bax et 
Bak. Le 3e groupe quant à lui est constitué de molécules de régulation, notamment Bad et Bim. 
Dans la cellule vivante, Bim sous sa forme inactive est fixé sur les microtubules et le niveau 
de la molécule anti-apoptotique Bcl-2 suffit à contrecarrer les effets pro-apoptotiques de Bax 
et Bak (figure 1.9). Lors de l’induction de la mort cellulaire, le niveau de Bcl-2 chute et Bim 
est libéré des microtubules. Celui-ci migre à l’intérieur de la mitochondrie et interagit avec 
Bax et Bak pour provoquer le relâchement du cytochrome c et l’activation de l’apoptosome. 
L’apoptosome est constitué du cytochrome c, du facteur apoptotique d’activation de la 
protéase (APAF-1) et de la pro-caspase 9. Lorsque cette dernière est activée, elle entraîne 
l’activation des caspases effectrices (3 et 7) qui entraînent la mort de la cellule (Riedl and 
Salvesen 2007; Brenner, Krammer et al. 2008).  
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Figure 1.9. Mort autonome de cellule activée. 
La molécule régulatrice de l’apoptose, Bim, sous sa forme inactive est liée aux microtubules. Lors de 
l’induction de la mort autonome de cellule activée (ACAD), Bim devient active et migre vers la 
mitochondrie, où elle neutralise l’effet anti-apoptotique des molécules Bcl-2 et Bak. Il s’ensuit la 
libération de cytochrome c (cyt c) qui entraîne l’activation de l’apoptosome, puis la chaîne des 
caspases initiatrice (9) et effectrices (3 et 7) pour aboutir à la mort de la cellule. APAF-1; apoptotic 
protease activating factor. Adapté de (Brenner, Krammer et al. 2008) 
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Le choix de la voie d’élimination des LT lors de la résolution d’une réponse immune 
dépendrait de la quantité d’antigène présent. Ainsi, à la fin d’une infection aigue, la quantité 
de l’Ag étranger diminue et l’ACAD contrôlée par Bim sera préférée pour l’élimination des 
LT (Hildeman, Zhu et al. 2002; Brenner, Krammer et al. 2008). Par contre, lors d’une 
infection chronique ou d’une réaction auto-immune, les dommages tissulaires libèrent une 
quantité constante d’Ag, ce qui maintient un niveau relativement élevé de celui-ci. Un niveau 
élevé d’Ag favorise plutôt l’AICD résultant de l’engagement de CD95/CD95L (Brenner, 
Krammer et al. 2008). 
2.2.3.2 L’anergie 
L’activation d’un LT requiert la liaison de son TCR avec le complexe pCMH sur la 
CPA et la liaison de la molécule CD28 sur le LT avec les molécules CD80 et/ou CD86 
(molécules de la famille B7) sur la CPA. L’absence de l’un ou l’autre de ces deux signaux 
requis pour l’activation du LT provoque un état réfractaire appelé anergie (Harding, McArthur 
et al. 1992; Schwartz 2003). Le LT anergique se caractérise par la répression du signal du 
TCR, par l’incapacité à proliférer et par l’absence de production d’IL-2 lors d’un contact avec 
son Ag spécifique (June, Ledbetter et al. 1990; Linsley and Ledbetter 1993; Lenschow, 
Walunas et al. 1996; Howland, Ausubel et al. 2000; Xing and Hogquist 2012).  
D’autres molécules présentes à la surface cellulaire semblent étroitement associées à 
l’anergie. Par exemple, la molécule CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen-4) semble être 
un acteur-clé de l’anergie. En effet, CTLA-4 agit comme un antagoniste de CD28 car il se lie 
aux molécules de la famille B7 (CD80/CD86) avec une plus forte avidité. Le blocage du lien 
CD28/B7 provoque la transduction d’un signal négatif empêchant la progression du cycle 
cellulaire (Tan, Anasetti et al. 1993). Le rôle de CTLA-4 dans l’anergie a été confirmé chez 
des souris dont l’expression du gène codant pour cette molécule a été aboli (ctla-/-); celles-ci 
se sont avérées résistantes à l’anergie (Perez, Van Parijs et al. 1997). Par ailleurs, un rôle du 
récepteur de mort programmée PD-1 dans l’anergie a aussi été proposé. La liaison de PD-1 
avec ses ligands PD-L1 et PD-L2 serait en mesure d’inhiber la fonction effectrice des LT 
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cytotoxiques, soit en freinant la phase initiale d’activation (Probst, McCoy et al. 2005), ou 
encore en mettant fin au signal du TCR (Fife and Pauken 2011). 
2.2.3.3 L’ignorance et le changement de phénotype 
L’ignorance peut se produire lorsque l’Ag spécifique à un LT en périphérie n’est pas 
présent en quantité suffisante pour lui permettre d’atteindre le seuil d’activation. Plus 
communément, l’ignorance se produit lorsque l’Ag est séquestré dans un lieu immunologique 
privilégié (cerveau, œil, testicule, utérus); la séparation physique empêche l’Ag d’être présenté 
dans un organe lymphoïde (ganglion) pour y activer un LT autoréactif spécifique (Miller and 
Heath 1993). L’ignorance est un mécanisme réversible. Par exemple, lors d’un traumatisme ou 
d’une infection qui entraînerait le bris de l’étanchéité du compartiment privilégié, l’Ag peut 
être capturé et entraîné par une CPA dans un ganglion afin d’activer un LT autoréactif.  
Par ailleurs, le changement de phénotype consiste en une altération du patron de 
sécrétion de cytokines des LT auxiliaires Th1 ou Th2, ce qui les rend non pathogéniques 
(Walker and Abbas 2002). Le changement de phénotype semble être initié, du moins en partie, 
par le signal des molécules de costimulation lors de l’activation du TCR.  
2.2.3.4 Les lymphocytes T régulateurs (Tregs) 
Il y plus d’une décennie, des chercheurs ont observé qu’une population de LT CD4+, 
formés dans le thymus et exprimant la molécule CD25, étaient capables de supprimer l’activité 
des LT autoréactifs qui avaient échappé à la tolérance centrale (Sakaguchi 2000; Sakaguchi, 
Sakaguchi et al. 2001). Ces lymphocytes T régulateurs, ou Tregs, comprennent deux 
populations principales : les Tregs naturels (nTregs) sont formés dans le thymus, alors que les 
Tregs inductibles (iTregs) se développent en périphérie à partir de LT CD4+ conventionnels 
(Yuan, Cheng et al. 2014). Ces deux populations de Tregs se caractérisent par l’expression du 
facteur de transcription Foxp3, qui est indispensable à leur développement et à leur fonction 
(Hori, Nomura et al. 2003; Fontenot, Rasmussen et al. 2005; Gavin, Rasmussen et al. 2007). 
  
 
27
En effet, une diminution du niveau d’expression de Foxp3 mène à la perte de la fonction 
suppressive des Tregs (Wan and Flavell 2007; Williams and Rudensky 2007).  
Durant le processus de sélection des clones de LT dans le thymus, certains LT dont 
l’affinité est élevée mais qui se situe près du seuil de délétion sont convertis en Tregs au lieu 
d’être éliminés; c’est ce que l’on appelle la diversion clonale, par opposition à la délétion 
clonale (Benoist and Mathis 2012). Le signal qui permet la diversion clonale est encore mal 
connu. Un environnement de cytokines favorable ou encore le fait de posséder un second TCR 
d’affinité intermédiaire pourrait expliquer ce phénomène (Xing and Hogquist 2012). La 
génération des Tregs dans le thymus est dépendante de l’engagement du TCR avec le 
complexe pCMH. La simple présentation de l’Ag par les mTEC semble suffire pour induire la 
formation de Tregs dans la médulla thymique (Aschenbrenner, D'Cruz et al. 2007). Par 
ailleurs, la force et/ou la durée du signal TCR pourraient aussi être des facteurs déterminants 
dans la formation des Tregs. Ainsi, un groupe de chercheurs a montré que l’affaiblissement du 
signal par le blocage du CMH II sur les mTEC a engendré une formation accrue de Tregs, et 
une diminution de la délétion clonale (Hinterberger, Aichinger et al. 2010). Enfin, d’autres 
molécules de costimulation joueraient un rôle prépondérant dans la production des Tregs dans 
le thymus. La costimulation par CD28 est essentielle et indépendante de l’IL-2 (Tai, Cowan et 
al. 2005). Par contre, l’IL-2 est nécessaire à la survie des Tregs (Burchill, Yang et al. 2008; 
Vang, Yang et al. 2008). Pour sa part, l’absence simultanée de TGF-β et d’IL-2 dans le 
thymus inhibe complètement la formation des Tregs (Liu, Zhang et al. 2008). Les iTregs qui 
se développent en périphérie possèdent essentiellement les mêmes propriétés suppressives que 
les nTregs. Ces deux populations de Tregs sont difficiles à distinguer l’une de l’autre, car elles 
expriment les mêmes marqueurs de surface. Cependant, des études récentes ont identifié des 
différences spécifiques à chacune de ces populations concernant le nombre de transcrits 
d’ARNm, l’expression protéique et la stabilité de Foxp3 (Lin, Chen et al. 2013).  
En plus des Tregs naturels et inductibles, au moins deux autres populations de LT 
périphériques possédant des propriétés régulatrices ont été identifiées et désignées sous le nom 
de lymphocytes Tr1 et Th3. Ces cellules régulatrices n’expriment pas le facteur de 
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transcription Foxp3 (Lin, Chen et al. 2013). Ce sont des cellules régulatrices secondaires qui 
exercent leur action par l’entremise de la sécrétion de cytokines suppressives, sans avoir 
besoin de contact intercellulaire. Les Tr1 ont été décrits pour la première fois chez des souris 
OVA (avec un TCR Tg spécifique au peptide ovalbumine) qui ont été stimulées de façon 
répétée avec le peptide OVA et de l’IL-10; les LT naïfs se sont différenciés en LT dont le 
profil de cytokine différait des Th1 et Th2. Ces Tr1 produisaient majoritairement la cytokine 
immunosuppressive IL-10, mais peu ou pas de TGF-β, d’IL-2 et d’IL-5 (Groux, O'Garra et al. 
1997). Les Tr1 joueraient un rôle dans l’activation des cellules mémoire et dans la suppression 
des réponses médiées par les Th1 et les Th2 (Groux 2003). Les Th3 ont été identifiés chez des 
souris suite à l’induction d’une tolérance orale à la protéine basique de myéline (MBP). La 
majorité des LT CD4+ spécifiques à la MBP sécrétaient du TGF-β. De plus, ces souris étaient 
résistantes à l’induction d’une encéphalite autoimmune expérimentale (EAE), et cette 
résistance était annulée par l’injection d’un anticorps anti-TGF-β (Chen, Kuchroo et al. 1994; 
Fukaura, Kent et al. 1996).  
Bien que la majorité des études se soient surtout concentrées sur les Tregs CD4+, de 
nouvelles observations mentionnent la présence de Tregs CD8+ chez la souris et chez 
l’homme. Ainsi, des populations de cellules T CD8+Foxp3+, ont montré des propriétés 
suppressives protégeant contre des maladies autoimmunes ou la maladie du greffon contre 
l’hôte (GVHD) (Chen, Yan et al. 2009; Kim, Verbinnen et al. 2010; Robb, Lineburg et al. 
2012). Des Tregs CD8+Foxp3+ pourraient aussi être la source d’un dysfonctionnement du 
système immunitaire à l’origine de cancers; en effet, des cellules CD8+Foxp3+ ont été isolées 
en plus grand nombre dans le sang de patients souffrant de myélomes multiples par rapport à 
des donneurs sains (Muthu Raja, Kubiczkova et al. 2012). Certaines populations de Tregs 
CD8+Foxp3+ expriment aussi des chimiokines ou leurs récepteurs, tels que CCL4 ou CCR7 
(Joosten, van Meijgaarden et al. 2007; Suzuki, Jagger et al. 2012). Le mécanisme de 
suppression des CD8+Foxp3+ reste encore mal connu à ce jour, mais une étude récente a 
suggéré que certains Tregs CD8+Foxp3+ pourraient agir en bloquant les étapes précoces de la 
signalisation du TCR (Suzuki, Jagger et al. 2012). 
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D’autre part, les populations de LT CD8+ possédant des capacités régulatrices ou 
suppressives n’expriment pas toutes le facteur de transcription Foxp3. Ainsi, des cellules 
CD8+ LAP+(latency associated peptide) converties à partir de LT CD8+ conventionnels en 
périphérie joueraient un rôle protecteur dans un modèle murin d’EAE (Chen, Yan et al. 2009). 
Aussi, le rôle de cellules T CD8+ régulatrices restreintes par la molécule non-classique du 
CMH I Qa-1 a été mis en évidence dans des modèles murins d’EAE et de lupus (Hu, Ikizawa 
et al. 2004; Kim, Verbinnen et al. 2010). De plus, dans plusieurs modèles murins, différentes 
populations de cellules T CD8+ suppressives, cette fois avec un phénotype semblable à des 
cellules mémoires (CD44+CD62L+) ont été identifiées. Ces populations sont caractérisées par 
l’expression de molécules telles que le CD122 (IL-2Rβ) (Endharti, Rifa et al. 2005; Lee, 
Ishida et al. 2008; Rifa'i, Shi et al. 2008; Suzuki, Shi et al. 2008), et plus particulièrement PD-
1 (Dai, Wan et al. 2010). L’équivalent humain des Tregs CD8+CD122+ n’a pas été 
formellement identifié, mais une population avec des fonctions très similaires a été isolée; 
cette dernière se définit comme CD8+CCR3+ (Shi, Okuno et al. 2009). 
2.2.3.5 Les cellules dendritiques tolérogènes  
Les CD tolérogènes se caractérisent par leur maturation incomplète. Elles sont capables 
de présenter les Ag aux LT mais sans pouvoir fournir de signal de costimulation adéquat 
(absence de signal ou signal de coinhibition) (Gallucci, Lolkema et al. 1999). Elles ne 
proviendraient pas d’une sous-population particulière (Hawiger, Inaba et al. 2001). Étant 
donné que les LT régulateurs de type Tr1 et Th3 activés produisent de l’IL-10 et du TGF-β, ils 
sont les principaux suspects impliqués dans la suppression des propriétés stimulatrices des 
CD, ce qui se traduirait par la formation de CD tolérogènes. La présence de ces dernières 
favoriserait en retour la différentiation de LT CD4+ naïfs en Tr1 (Jonuleit and Schmitt 2003). 
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2.3 L’activation d’un lymphocyte T 
À sa sortie du thymus, le LT possède un phénotype naïf, puisqu’il n’a pas encore 
rencontré son Ag spécifique. Il arbore des marqueurs caractéristiques à sa surface tels que 
CCR7, CD62L et IL-7R qui lui permettent de migrer vers les organes lymphoïdes secondaires 
(Berard and Tough 2002; Kerdiles, Beisner et al. 2009). Le LT naïf patrouille le réseau des 
ganglions lymphatiques où il scanne littéralement tous les Ag qui y sont présentés par les CPA 
jusqu’à ce qu’il rencontre celui qui correspond à son TCR. L’engagement du TCR avec son 
ligand (pCMH), mais aussi chacun des corécepteurs présents sur la CPA et sur le LT 
enclenchent une série de réactions menant ultimement à la délétion, ou encore à l’activation, la 
prolifération et la sécrétion de cytokines par le LT. La force du signal (avidité) doit être assez 
élevée pour atteindre un seuil d’activation minimal, mais pas trop forte afin d’éviter la 
délétion. Une fois activé, on reconnaît le LT effecteur mature notamment par la régulation à la 
baisse de CCR7 et CD62L, et par l’expression des marqueurs d’activation CD69, CD25 et 
CD44 (Berard and Tough 2002). 
2.3.1 Affinité et avidité du lymphocyte T 
La nature du contact entre un TCR sur un LT et une molécule de pCMH présentée par 
une CPA exerce une influence primordiale sur le sort du LT. Différents concepts ont été 
définis au fil du temps afin de mesurer l’activité d’un LT ou de comparer différents clones de 
LT entre eux. On emploie souvent, à tort, de façon interchangeable les termes affinité, avidité 
et avidité fonctionnelle pour caractériser la capacité de réagir d’un clone de LT en présence 
d’un antigène. Il est important de distinguer ces termes, puisque leur signification réfère à 
différentes propriétés du TCR ou du LT. 
L’affinité d’un TCR (figure 1.10) correspond à la force physique de l’interaction 
monomérique entre un TCR et un complexe pCMH (Stone, Chervin et al. 2009). La constante 
de dissociation (KD) ou la demi-vie (T1/2) de la liaison du TCR avec le pCMH, mesurées à 
l’aide de la technique de résonnance des plasmons de surface, sont les principaux paramètres 
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servant à exprimer l’affinité. La mesure de l’affinité nécessite l’emploi de TCR et complexes 
pCMH sous forme soluble. Toutefois, l’affinité peut varier selon la forme sous laquelle se 
trouvent le TCR et le ligand (Huang, Zarnitsyna et al. 2010). Ainsi, la mesure des valeurs de 
KD et de t1/2 obtenues lors des réactions biochimiques peut ne pas correspondre à la valeur 
réelle qui existe entre le TCR et le pCMH de cellules vivantes, qui sont sous une forme 
associée à la membrane. 
L’avidité (figure 1.10) est une mesure physique de la force d’une interaction 
multimérique entre un multimère de pCMH qui peut se lier avec plusieurs TCR. Un multimère 
est constitué de plusieurs molécules de pCMH recombinantes couplées à un marqueur 
fluorescent (tétramères, oligomères). Le multimère est très spécifique car il ne se lie qu’avec 
un TCR d’affinité correspondante au pCMH qu’il porte. La mesure de l’avidité consiste à 
marquer une cellule vivante à l’aide des multimères et à quantifier l’intensité de la 
fluorescence. (Yee, Savage et al. 1999; Holmberg, Mariathasan et al. 2003).  
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Figure 1.10. Distinction entre l’affinité, l’avidité et l’avidité fonctionnelle. 
Résumé des caractéristiques propres à l’affinité, l’avidité et l’avidité fonctionnelle en termes de 
représentation schématique, définition, technique de mesure et exemples d’interprétation. Adapté de 
(Vigano, Utzschneider et al. 2012). 
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Enfin, l’avidité fonctionnelle (figure 1.10) est une mesure des fonctions biologiques 
d’un LT. Elle est affectée (1) par l’affinité du TCR pour le complexe pCMH, (2) par le niveau 
d’expression du TCR (avidité) et (3) par la résultante des voies signalétiques initiées par les 
molécules de costimulation et d’inhibition. L’avidité fonctionnelle est inversement 
proportionnelle à la quantité de pCMH nécessaire pour induire une réponse du LT (Kroger and 
Alexander-Miller 2007; Vigano, Utzschneider et al. 2012). Elle est déterminée par la 
quantification des fonctions biologiques du LT, telles que la prolifération, la sécrétion de 
cytokines (IL-2, IFN-γ) et l’activité lytique (Vigano, Utzschneider et al. 2012). L’avidité 
fonctionnelle est donc le concept qui décrit le plus fidèlement l’issue de la stimulation du LT 
par l’antigène. 
2.3.2 Voies métaboliques impliquées dans l’activation du lymphocyte T 
La particularité du LT réside dans le fait que son activation, contrairement au LB, 
nécessite 2 signaux obligatoires (figure 1.11). Le premier signal est fourni par la liaison du 
TCR avec son ligand pCMH, formé par le peptide spécifique au TCR et la molécule du CMH 
adéquate (CMH I pour les CD8, ou CMH II pour les CD4). Le corécepteur CD4 ou CD8 a 
pour rôle de stabiliser le complexe TCR-pCMH. La liaison du TCR amène le recrutement de 
la molécule adaptatrice ZAP70, alors que la fixation du CD4 (ou du CD8) permet la 
phosphorylation d’enzymes (kinases) appartenant à la famille de Src, telles que Lck. ZAP70 et 
la kinase Src vont ensemble induire différentes voies métaboliques, telles que celle de la 
calcineurine (dépendante du Ca+), de la protéine C kinase et de MAPK/ERK (figure 1.11). Le 
second signal requis pour l’activation du LT est initié par la liaison de CD28 à la surface du 
LT avec les molécules de la famille B7 (CD80/CD86) sur la CPA. CD28 est nécessaire à 
l’initiation d’une réponse immune primaire adéquate, i.e. à la prolifération et à la 
différentiation des LT effecteurs (sécrétion d’IL-2) (Lenschow, Walunas et al. 1996; Howland, 
Ausubel et al. 2000). La liaison CD28/B7 induit la phosphorylation de diverses tyrosines 
kinases (Src, Itk, et PLCγ) de façon indépendante du signal du TCR, en plus d’induire d’autres 
signaux dépendants ou non du Ca+ (June, Ledbetter et al. 1990; Linsley and Ledbetter 1993).  
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Figure 1.11. Activation d’un lymphocyte T. 
L’activation d’un lymphocyte T (LT) requiert 2 signaux obligatoires. L’engagement du récepteur TCR 
avec son ligand (complexe pCMH) constitue le 1e signal d’activation. Le corécepteur CD4 ou CD8 
stabilise le complexe en se fixant à la molécule du CMH. La molécule CD28 du LT s’associe aux 
molécules de la famille B7 (CD80/CD86) de la cellule présentatrice d’antigène (CPA), induisant ainsi 
le 2e signal nécessaire à l’activation du LT. Le lien du TCR avec son ligand induit le recrutement de la 
molécule adaptatrice ZAP70, tandis que le CD4 ou CD8 et d’autres corécepteurs favorisent la 
phosphorylation des enzymes tyrosine kinases (Src, Lck). Les différentes réactions initiées par 
l’engagement du TCR et des corécepteurs convergent afin d’entraîner la transcription des gènes 
d’activation dans le noyau du LT. Image adaptée de (Whitacre, Lin et al. 2012)  
CPA
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Les nombreuses voies induites par l’engagement du TCR et par les corécepteurs 
présents à la surface du LT (CD4 ou CD8, CD28, etc.) convergent pour activer ultimement la 
transcription de gènes d’activation par les facteurs de transcription NF-AT et NF-κβ dans le 
noyau cellulaire. Toutes ces nombreuses voies transitent via l’activation de différentes 
enzymes (kinases) dont les rôles, de façon exclusive ou synergique, restent encore à 
déterminer. Cependant, certaines études ont révélé un rôle déterminant de Lck, une kinase de 
la famille de Src, dans le développement et l’activation du LT. En effet, il se produit un 
changement de conformation de Lck au site d’engagement du TCR qui est corrélé avec 
l’induction de son activité enzymatique (Stirnweiss, Hartig et al. 2013). Dans le même ordre 
d’idée, Itk (inducible T cell kinase) une kinase appartenant à la famille de Tec, serait 
vraisemblablement activée lors de l’engagement simultané du TCR et de CD28. En effet, 
l’acquisition de l’activité enzymatique d’Itk semble dépendante à la fois de Lck et de la PI3 
kinase (August, Sadra et al. 1997). 
L’activation du LT enclenche également des mécanismes de rétroaction. Diverses 
molécules de régulation sont induites simultanément lors de l’activation du LT afin de pouvoir 
le désactiver après que sa tâche ne soit plus requise. Ainsi, la mobilisation des ions Ca+ lors de 
l’engagement du TCR qui active la phospholipase Cγ1 (PLCγ1), entraîne aussi l’expression de 
CD95L (FasL) qui est capable d’enclencher une réaction d’apoptose (voir section 2.2.3.1). De 
plus, l’activation du LT déclenche l’expression d’IL-2 et de CD25 (IL-2Rα). L’IL-2 agit 
comme facteur de prolifération et de survie, et rend le LT sensible à l’AICD après la phase 
d’expansion, d’où son importance pour le maintien de l’homéostasie (Schuh, Twardzik et al. 
1998).  
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3 L’autoimmunité 
Les mécanismes de tolérance centrale et périphérique, dans le thymus et les organes 
lymphoïdes périphériques, permettent d’éliminer les LT ayant une trop grande affinité pour un 
autoantigène (soi). Toutefois, la rupture de ces mécanismes de tolérance du système 
immunitaire vis-à-vis des autoantigènes exprimés par les tissus de l’organisme permet le 
développement d’une réaction d'autoimmunité. 
3.1 Les maladies autoimmunes 
Les maladies autoimmunes (MAI) affectent entre 5% et 8% de la population, et de ce 
nombre environ 80% sont des femmes (Gleicher and Barad 2007; Fairweather, Frisancho-Kiss 
et al. 2008; Quintero, Amador-Patarroyo et al. 2012). Ces maladies chroniques, dont la 
majorité sont invalidantes, représentent la 3ème cause de morbidité dans les pays développés. 
Les MAI se caractérisent par la destruction d’un ou de plusieurs organe(s)-cible(s) suite à 
l’activation des réponses autoimmunes médiées par les LT et/ou LB. Les MAI spécifiques 
d’organes affectent un seul organe, comme dans le cas de l’hépatite autoimmune (HAI) 
(hépatocytes) et du diabète autoimmun (DAI) (cellules β des îlots pancréatiques), tandis que 
les MAI systémiques ciblent plusieurs organes, comme dans le cas du lupus (Davidson and 
Diamond 2001).  
Les MAI à médiation cellulaire associées aux gènes CMH de classe II, telles que l’HAI 
et le DAI ont d’abord été considérés comme étant initiées uniquement par les LT CD4+. 
Cependant, le rôle fondamental des LT CD8+ dans l’initiation et la progression de ces 
maladies est maintenant reconnu, comme en témoigne une présence importante de ces LT dans 
les infiltrats des organes respectifs (Ichiki, Aoki et al. 2005; Lapierre, Beland et al. 2007; Tsai, 
Shameli et al. 2008).  
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3.1.1 L’hépatite autoimmune 
L’HAI se caractérise par la destruction sélective des hépatocytes. Chez l’homme, le 
diagnostic d’HAI est difficile à établir en raison de la nature hétérogène des symptômes 
cliniques. Le diagnostic ne repose pas sur un test spécifique, mais plutôt sur un ensemble de 
critères (Alvarez, Berg et al. 1999; Czaja and Freese 2002; Lohse and Mieli-Vergani 2011). 
Un système de score est utilisé dans le but de faciliter le diagnostic d’une HAI. Un pointage 
est attribué à quatre critères principaux (Hennes, Zeniya et al. 2008). 1) La présence et le titre 
d’un ou de plusieurs autoanticorps : anticorps anti-noyau (ANA), anticorps anti-muscle lisse 
(SMA), anticorps anti-microsome du foie et du rein (LKM-1), anticorps anti-cytosol du foie 
(LC1) ou anticorps anti-antigène soluble du foie/antigène du foie et du pancréas (SLA/LP). 2) 
L’élévation des IgG. 3) L’examen histologique de tissus prélevés lors d’une biopsie. 
Typiquement, un foie atteint d’HAI montre : a) une hépatite d’interface accompagnée d’une 
infiltration lymphocytaire; b) la formation de rosettes; c) la présence d’empéripolèse 
(pénétration d’une cellule à l’intérieur d’une autre de plus grande taille) et d) différents degrés 
de fibrose (Lohse and Mieli-Vergani 2011). 4) Enfin, l’absence d’infection hépatique virale 
confère des points supplémentaires. Le score total détermine si l’HAI est probable (≥6) ou 
définie (≥7) (Lohse and Mieli-Vergani 2011). Le tableau 1.II résume les paramètres et la 
pondération associée pour le calcul du score. L’augmentation sérique des transaminases, et 
particulièrement de l’alanine amino-transférase (ALT), n’est pas spécifique à l’HAI, mais 
permet de suivre le degré de dommage au tissu hépatique (Pratt and Kaplan 2000).  
  
 
38
 
Tableau 1.II Critères de diagnostic simplifiés pour l’hépatite autoimmune 
Critère Pointage 
Autoanticorps ANA ou SMA ou LKM >1 : 40 
ANA ou SMA ou LKM >1 : 80 
SLA/LP positif (>20 unités) 
1 
2 
Titre d’IgG Supérieur à la limite normale 
> 1,1 fois la limite normale 
1 
2 
Histologie du foie Compatible avec l’HAI 
Typique de l’HAI 
1 
2 
Absence d’hépatite virale Oui 
Non 
2 
0 
 
La coexistence entre une hépatite virale et l’HAI est une situation plutôt rare. La 
prévalence de l’HAI chez les patients présentant une hépatite chronique due au virus de 
l’hépatite B (VHB) ou C (VHC) est comparable à la prévalence dans la population non 
infectée (Kharchafi, Morlat et al. 2006). Cependant, cette situation peut poser un problème 
lors de l’établissement du diagnostic (Lohse and Mieli-Vergani 2011). En effet, durant une 
infection avec le VHB ou le VHC, l’élévation des IgG et la formation d’autoanticorps (ANA, 
SMA, anti-LKM1) peuvent masquer la présence d’une HAI. Le système de pointage révisé 
présenté au tableau 1.II permet de diagnostiquer une HAI associée à une hépatite virale sur la 
base du niveau plus élevé des IgG, des titres plus hauts des autoanticorps, et des 
caractéristiques histologiques typiques d’une HAI (Lohse and Mieli-Vergani 2011).  
L’hypothèse d’un lien causal entre les hépatites virales et l’HAI a déjà été examinée. 
Un épitope de la protéine de capside du VHC montre une homologie de séquence avec le 
cytochrome P450 (CYP), l’antigène ciblé par les autoanticorps anti-LKM lors de l’HAI de 
type II. Or, des LT CD8+ isolés du sang périphérique de patients infectés de façon chronique 
par le VHC peuvent aussi réagir contre certains épitopes du CYP (Kammer, van der Burg et al. 
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1999). Ce phénomène, appelé mimétisme moléculaire, implique que des LT cytotoxiques 
activés lors de la réponse à un pathogène (virus ou bactérie) reconnaissent une séquence 
suffisamment homologue de l’hôte comme autoantigène et la prennent pour cible après la 
résolution de l’infection. La polyprotéine du VHC et l’ADN polymérase du VHB partagent 
aussi des séquences homologues avec les cibles antigéniques des anticorps ANA et SMA, et 
leur implication dans le déclenchement de l’HAI a aussi été évoqué (Gregorio, Choudhuri et 
al. 1999; Gregorio, Choudhuri et al. 2003). 
Il existe deux types d’HAI, selon le type d’autoanticorps présents (Vergani and Mieli-
Vergani 2012). Les patients avec une HAI de type 1 ont des autoanticorps SMA, associés ou 
non à la présence d’autoanticorps ANA). L’hépatite autoimmune de type 2 est caractérisée 
quant à elle par la présence d’autoanticorps anti-LKM1 qui sont associés ou non à la présence 
d’autoanticorps anti-LC1. Le traitement consiste en l’administration d’immunosuppresseurs 
(corticostéroïdes) le plus tôt possible après le diagnostic, afin de freiner l’étendue des 
dommages. Le choix d’utiliser un seul ou une combinaison de corticostéroïdes dépend de la 
sévérité de la maladie, de l’âge et des co-morbidités (Liberal, Grant et al. 2012). Le but du 
traitement vise essentiellement à ramener le niveau des ALT et des IgM à un niveau normal 
(Liberal, Grant et al. 2012). La réponse aux immunosuppresseurs chez les patients atteints 
d’HAI est considérée quasi-universelle et permet de confirmer le diagnostic (Lohse and Mieli-
Vergani 2011). Pour les patients qui ne répondent pas aux corticostéroïdes, le diagnostic ou 
l’adhérence au traitement devrait être questionné (Lohse and Mieli-Vergani 2011). Le 
pronostic d’une HAI traitée est plutôt bon, et l’espérance de vie des patients est souvent 
normale (Kanzler, Lohr et al. 2001). Le recours à la greffe hépatique est plutôt rare chez 
l’adulte, mais plus fréquent chez l’enfant. Les principales raisons invoquées pour la 
transplantation sont : une maladie fulminante ne répondant pas assez rapidement au traitement 
corticostéroïde, une progression de l’HAI due à une adhésion intermittente ou à un refus du 
traitement, ou une progression à long-terme malgré un traitement adéquat chez des patients qui 
présentaient déjà une cirrhose avancée lors du diagnostic initial.(Lohse and Mieli-Vergani 
2011; Liberal, Grant et al. 2012). Une déficience des cellules Tregs semble être un facteur 
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déterminant dans le déclenchement ou les rechutes de l’HAI (Longhi, Ma et al. 2010; Longhi, 
Ma et al. 2012). Ainsi, un traitement potentiel consisterait à transférer des Tregs autologues 
spécifiques aux autoantigènes expansés en laboratoire, afin de contrôler les lymphocytes 
autoréactifs à l’origine des lésions hépatiques (Longhi, Hussain et al. 2011). 
L’évolution de la compréhension des mécanismes physiopathologiques de l’HAI est 
difficile principalement parce qu’il n’existe pratiquement aucun modèle animal reproduisant 
spontanément et de façon chronique la maladie telle qu’observée chez l’humain. En effet, la 
nature tolérogène du foie rend difficile la création d’un modèle animal adéquat. Dans la 
plupart des modèles existants, l’hépatite expérimentale est transitoire et son induction est assez 
complexe (Christen, Holdener et al. 2010; Hardtke-Wolenski and Jaeckel 2010). Les premiers 
modèles d’hépatite expérimentale consistaient à injecter de l’homogénat de foie allogénique 
ou syngénique chez des souris de souche consanguine (Scheiffarth, Warnatz et al. 1967; 
Kuriki, Murakami et al. 1983). L’hépatite ne se développait qu’en présence d’un signal 
additionnel, par exemple l’adjuvant complet de Freund ou le LPS. Ces modèles ont mis en 
évidence la difficulté de briser la tolérance hépatique et l’existence de mécanismes de 
régulation au sein de cet organe. De plus, les autoanticorps présents dans les modèles murins 
sont différents de ceux rencontrés dans la maladie humaine, car ils ne semblent pas être 
impliqués dans la pathogénie de l’hépatite (Hardtke-Wolenski and Jaeckel 2010). Une hépatite 
expérimentale peut aussi être induite par l’injection de concanavaline A (ConA). Dans ce cas, 
l’hépatite est aigue et découle de la production massive de cytokines pro-inflammatoires 
(TNF-α et IFN-γ) et n’est donc pas comparable à la maladie humaine (Gantner, Leist et al. 
1995; Kusters, Gantner et al. 1996; Tiegs 1997; Song, Lee et al. 2003).  
Une autre approche expérimentale consiste à induire l’hépatite en injectant un vecteur 
recombinant (pAD ou pCMV) exprimant l’autoantigène humain reconnu par les autoanticorps 
caractéristiques de l’HAI de type 2, soit le cytochrome P450 2D6 (CYP2D6) (Lapierre, 
Djilali-Saiah et al. 2004; Holdener, Hintermann et al. 2008; Christen, Holdener et al. 2010). 
Cependant, ce type de vecteur nécessite également l’ajout d’éléments supplémentaires pour 
provoquer la réaction immune. Enfin, les modèles animaux transgéniques ont aussi été 
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abondamment employés afin de tenter d’induire une réponse autoimmune. Une approche 
commune consiste à invalider un gène et à en vérifier la conséquence sur le développement de 
la maladie. Par exemple, une hépatite expérimentale peut être provoquée en inactivant le gène  
TRAF6, impliqué dans la régulation du développement des mTECs, les cellules responsables 
de la présentation des peptides antigéniques dans le thymus (Bonito, Aloman et al. 2013). 
Dans ce modèle, la présentation antigénique altérée favorise la production d’Ac contre 
plusieurs organes (foie, poumons, rein et intestins), ainsi que la présence d’Ac ANA et anti-
SLA. Les Ac ANA et anti-SLA sont caractéristiques d’une HAI de type 1 chez l’humain. 
D’autre part, plusieurs modèles de souris Tg visant à exprimer un néo-autoantigène sous le 
contrôle d’un promoteur s’exprimant dans le foie, en co-exprimant ou en injectant des LT 
portant un TCR correspondant, ont été développés. Cependant, le principal problème rencontré 
avec ce type de modèle est l’expression ectopique du néo-autoantigène dans le thymus qui 
entraîne l’élimination des cellules spécifique avant de rencontrer leur antigène dans le foie, 
empêchant ainsi le développement d’une HAI spontanée (Hardtke-Wolenski and Jaeckel 
2010). Un modèle murin double Tg d’HAI spontanée a récemment été développé, mais seuls 
les mâles développaient une atteinte chronique modérée (Zierden, Kuhnen et al. 2010). 
Toutefois, l’examen des infiltrats des foies de ces souris révèle la présence de LT CD8+ 
spécifiques ayant un phénotype anergique et la présence accrue de cellules CD4+ Tregs, 
indiquant que la réaction autoimmune en cours est fortement réprimée. 
3.1.2 Le diabète autoimmun 
Le DAI, aussi appelé diabète de type 1 ou diabète insulinodépendant (IDDM), résulte 
de la destruction sélective des cellules β productrices d'insuline des îlots de Langerhans 
pancréatiques par des lymphocytes T (CD4+ et CD8+) (Bottazzo and Doniach 1976; Palmer, 
Asplin et al. 1983; Eisenbarth 1986; Baekkeskov, Aanstoot et al. 1990). Le caractère 
autoimmun est confirmé par la présence d’un ou plusieurs autoanticorps dont anti-îlot (ICA), 
anti-acide glutamique décarboxylase (GADA), anti-insulinome (IA-2A), anti-insuline (IAA) 
ou anti-transporteur de zinc (ZnT8A) (Orban, Sosenko et al. 2009; Gan, Albanese-O'Neill et 
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al. 2012). Il a été montré que les LT CD8+ contribuent au déclenchement, à la progression et à 
la régulation des réponses autoimmunes diabétogéniques (Walter and Santamaria 2005). Le 
diabète de type 1 chez l’homme est confirmé par l’augmentation du taux de glucose sanguin à 
une valeur ≥ 11,1 mmol/L (ou valeur à jeun ≥ 7,9 mmol/L), en présence d’autres signes tels 
que la polydipsie (soif excessive), la polyurie (urines abondantes), une perte de poids, une 
faiblesse et une susceptibilité accrue aux infections (Canivell and Gomis 2014). Le traitement 
consiste en des injections d’insuline à différents moments de la journée afin de stabiliser le 
taux de glucose sanguin et d’éviter les complications (Nathan, Cleary et al. 2005).  
La compréhension de l'étiopathologie du DAI a bénéficié de l'étude de modèles 
animaux. Le rat BB (Bio-Breeding) et la souris NOD (Non Obese Diabetic) développent 
spontanément un diabète très semblable au DAI humain (Bach and Boitard 1986; Wang, Hao 
et al. 1987; Castano and Eisenbarth 1990). Ces deux modèles développent des autoanticorps 
contre des antigènes pancréatiques, dont GAD et l’insuline, mais dans une proportion moindre 
que chez l’homme (Mackay, Bone et al. 1996). Tout comme chez l’humain, les principaux 
déterminants de susceptibilité chez la souris NOD se localisent dans la région du CMH II et I 
(Itoh, Hanafusa et al. 1993; Todd 1995; Nejentsev, Howson et al. 2007). La souris NOD 
présente également des défauts systémiques dans la régulation de la tolérance centrale et 
périphérique, ce qui altère la régulation des LT, et favorise l’émergence de clones de LT 
autoréactifs (Prochazka, Leiter et al. 1987; Lesage, Hartley et al. 2002). Plusieurs lignées de 
souris Tg ont été développées à partir de la souche NOD pour tester la contribution de 
différents gènes non associés au CMH et caractériser des mécanismes impliqués dans la 
pathogenèse de la maladie (Taneja and David 2001; Lesage, Hartley et al. 2002; DiLorenzo 
and Serreze 2005; Ridgway 2006). Par ailleurs, des modèles de souris Tg sur un fond autre 
que NOD ont permis de démontrer le rôle potentiel d’un mécanisme pathogénique ou d’un 
gène, la nature de l’autoantigène ou la pathogénie d’un clone T, sans tenir compte du fond 
génétique (Taneja and David 2001; Aoki, Borchers et al. 2005).  
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4 Problématique 
Les MAI à médiation cellulaire associées aux gènes du CMH de classe II, telles que 
l‘HAI et le DAI, ont d’abord été considérés comme résultant uniquement de l’action des LT 
CD4+. Cependant, le rôle fondamental des LT CD8+ dans l’initiation et la progression de ces 
maladies est maintenant reconnu, comme en témoigne une présence importante de ces LT dans 
les infiltrats des organes respectifs (Vizler, Bercovici et al. 1999; Ichiki, Aoki et al. 2005; 
Lapierre, Beland et al. 2007; Tsai, Shameli et al. 2008). L’étude de l’étiologie des MAI a été 
facilitée par la création de modèles animaux représentant plus ou moins fidèlement la maladie 
humaine et permettant de mieux comprendre les mécanismes de tolérance des LT autoréactifs. 
De nombreux modèles animaux sont basés sur le transfert adoptif de LT TCR Tg naïfs dans un 
hôte dépourvu de LT ou exprimant un autoantigène correspondant afin de briser la tolérance 
(Buxbaum, Qian et al. 2008; Liu, Alexiou et al. 2009; Miyagawa, Gutermuth et al. 2010). Le 
nombre de lymphocytes transférés diffère d’une étude à l’autre et les résultats obtenus sont 
variables ou contradictoires. D’autres modèles mettent à profit le pouvoir antigénique d’un 
pathogène pour tenter d’induire une réponse immune en infectant (challenge) une souris 
possédant un TCR Tg spécifique (Zimmermann, Prevost-Blondel et al. 1999; Enouz, Carrie et 
al. 2012). Par ailleurs, la création de souris « invalidées » (knock-out) a permis de mettre en 
évidence le rôle de certains gènes importants dans la tolérance et la régulation des 
lymphocytes T autoréactifs (Bennett, Christie et al. 2001; Brunkow, Jeffery et al. 2001; 
Ramsey, Winqvist et al. 2002; Liston, Lesage et al. 2003). Les modèles animaux de MAI sont 
donc très variés et les résultats concernant le rôle des LT CD8+ autoréactifs le sont tout autant. 
Des mécanismes indépendants du fond génétique comme le niveau d’expression du pCMH, 
l’affinité/avidité du TCR et le nombre de LT CD8+ circulant en périphérie influent sur le 
développement de la réponse immune tant chez l’homme que chez la souris (Gallimore, 
Hengartner et al. 1998).   
Afin de créer un modèle plus représentatif d’une MAI, le TCR et l’autoantigène 
devraient être co-exprimés simultanément dans le même animal. De cette façon, la sélection 
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des clones de lymphocytes Tg s’effectue dans un contexte plus physiologique. C’est pourquoi 
nous avons choisi une approche expérimentale basée sur la création de deux nouveaux 
modèles murins double transgéniques pour caractériser et suivre in vivo l’évolution des clones 
T CD8+ autoréactifs dans le thymus et en périphérie. Ces deux modèles expriment tous la NP 
du LCMV comme néo-autoantigène, soit dans le foie pour le modèle d’HAI, soit dans le 
pancréas et le thymus pour le modèle de DAI.  
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4.1 Hypothèses 
Le sort d’un LT autoréactif soumis à la tolérance centrale et périphérique est influencé 
par plusieurs facteurs intrinsèques et extrinsèques, dont : 
1) le niveau d’expression de son TCR, puisqu’il détermine son avidité fonctionnelle. 
2) le lieu d’expression de l’autoantigène, car la présentation antigénique est effectuée 
de façon différente dans le thymus et dans le foie. 
4.2 Objectifs 
Le système expérimental utilisé dans cette étude a permis d’étudier la sélection 
(tolérance) des LT CD8+ spécifiques à la NP en faisant varier le niveau d’expression du TCR 
ou le site d’expression de l’autoantigène NP. Plus concrètement, les objectifs du projet étaient 
de : 
1) Évaluer l’efficacité de chacun des modèles de souris double Tg à développer 
une MAI spontanée (HAI ou DAI). 
2) Étudier l’effet du niveau d’expression du TCR sur la sélection (tolérance) des 
LT autoréactifs et sur leurs capacités fonctionnelles dans un modèle murin 
double Tg d’HAI, où l’autoantigène est exprimé seulement dans le foie, un 
organe de tolérance périphérique (expression non thymique). 
3) Étudier l’effet du niveau d’expression du TCR Tg sur la tolérance et 
l’acquisition de capacités fonctionnelles des LT autoréactifs dans un modèle 
murin double Tg de DAI, où l’autoantigène est exprimé à la fois dans le 
thymus et dans le pancréas (expression thymique).  
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4) Comparer l’effet du site d’expression antigénique (thymique vs non-
thymique) sur la tolérance centrale et périphérique d’un clone de 
lymphocytes T CD8+ entre les deux modèles (HAI et DAI). 
  
Chapitre 2 Développement d’un nouveau modèle murin 
double transgénique d’hépatite autoimmune 
L’étude de la pathogenèse de l’HAI est difficile en raison de l’absence d’un modèle animal 
spontané. Depuis une trentaine d’années, plusieurs modèles animaux ont vu le jour. Bien 
qu’ayant permis d’identifier certains mécanismes de tolérance et de régulation propres au foie, 
aucun de ces modèles n’a réussi à reproduire le caractère chronique et spontané de la maladie 
telle qu’elle se présente chez l’humain. La plupart des modèles visant à induire une réponse 
autoimmune à l’aide de lymphocytes T CD8+ spécifiques à un antigène exprimé dans le foie 
se sont heurtés à la difficulté de briser la tolérance hépatique. La délétion des lymphocytes T 
autoréactifs dans le thymus en raison d’une expression marginale thymique de l’antigène, ou 
peu après leur activation dans le foie, semble commune à plusieurs de ces modèles. Dans ce 
premier article, nous décrivons le développement d’un nouveau modèle de souris double 
transgéniques dont les lymphocytes T CD8+ sont capables d’induire une HAI spontanée se 
manifestant chez les souris mâles et femelles (J Autoimmun. 2013 May;42:19-28. doi: 
10.1016/j.jaut.2012.10.002. Epub 2012 Nov 5). 
 
Contributions des auteurs : 
SC : Réalisation des expérimentations; acquisition, analyse et interprétation des résultats; 
rédaction du manuscrit. 
AF : Réalisation de certaines expériences (construction de la souris TCR transgénique). 
KB : Support technique et matériel. 
AL : Support matériel; révision critique du manuscrit. 
MO : Support matériel; révision critique du manuscrit. 
FA : Participation à la conception et à la supervision d’une partie de l’étude; révision critique 
du manuscrit. 
IDS : Conception et supervision de l’étude; rédaction du manuscrit.  
  
 
48
Article 1: Mouse liver-specific CD8+ T cells encounter their 
cognate antigen and acquire capacity to destroy target hepatocytes 
 
Sylvie Chabot1,2, Amin Fakhfakh1, Kathie Béland1, Alain Lamarre3, Michael B.A. Oldstone4, 
Fernando Alvarez1,2,5 and Idriss Djilali-Saiah1 
1Gastroenterology, Hepatology and Nutrition Division, CHU Sainte-Justine, Montreal, 
Quebec, Canada 
2Department of Microbiology and Immunology, University of Montreal, Montreal, Quebec, 
Canada 
3Immunovirology Laboratory, INRS-Institut Armand-Frappier, Laval, Quebec, Canada. 
4 Department of Immunology and Microbial Sciences, The Scripps Research Institute, La 
Jolla, CA 92037, USA 
5Department of Pediatrics, University of Montreal, Quebec, Canada  
 
Corresponding author: 
Idriss Djilali-Saiah, Ph.D 
Gastroenterology Division, CHU Sainte-Justine 
3175, Côte Sainte-Catherine, Montreal (Quebec) Canada H3T 1C5 
Tel:  1 (514) 345-4931 (#7298). Fax: 1 (514) 345-4999. 
 
The authors declare to have no conflict of interest. 
 
This work was supported by Grants from Research Center of CHU Ste-Justine (to I.DS), 
National Institutes of Health AI 009484 (to MB.O) and Ste-Justine Foundation scholarship (to 
S.C).
  
 
49
Abstract 
CD8+ T-cell immune response to liver antigens is often functionally diminished or absent. This 
may occur via deletion of these autoaggressive T cells, through the acquisition of an anergic 
phenotype, or via active suppression mediated by other cell populations. We generated a 
double transgenic model in which mice express CD8+ T cells specific for the lymphocytic 
choriomeningitis virus nucleoprotein (LCMV-NP) and LCMV-NP as a hepatic neo-
autoantigen, to study the immunological response of potentially liver antigen autoaggressive 
CD8+ T cells. Autoreactive transgenic CD8+ T cells were analyzed for functionality and 
cytotoxic effector status. Despite severe peripheral deletion of liver-specific CD8+ T cells, a 
fraction of autoreactive NP-specific CD8+ T cells accumulate in liver, resulting in hepatocytes 
injury and production of autoantibodies in both male and female mice. NP-specific 
intrahepatic T cells showed capacity to proliferate, produce cytokines and up-regulate 
activation markers. These data provide in vivo evidence that autoreactive CD8+ T cells are 
activated in the liver and developed an inflammatory process, but require additional factors to 
cause severe autoimmune destruction of hepatocytes. Our new model will provide a valuable 
tool for further exploration of the immunological response involved in inflammatory liver 
diseases, including autoimmune hepatitis. 
 
Keywords: autoimmune liver disease; transgenic mouse model; autoreactive CD8+ T cells; 
peripheral tolerance mechanisms. 
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1. Introduction 
In addition to metabolic functions, the liver has immunological properties playing an essential 
role in maintaining a delicate balance between tolerance and immunity [1, 2]. The liver is 
exposed to endotoxins and other microbial degradation products that reach the liver via portal 
blood; many unique molecular mechanisms, including immune and non-immune cells, 
contribute to promote the development of immune tolerance. Similar mechanisms avoid 
hepatocytes damage from specific autoimmune process [3]. Therefore, the liver is particularly 
successful in the development of peripheral tolerance. However in specific circumstances, 
tolerance to hepatic self-proteins is broken, usually in genetically susceptible hosts, resulting 
in development of autoimmune hepatitis (AIH) [4].  
AIH is the consequence of selective and progressive destruction of hepatic parenchyma by 
an inflammatory process [4]. Many cell types are involved in liver lesions characteristic of AIH, 
including antigen-presenting cells (APC), B lymphocytes and both CD4+ and CD8+ T 
lymphocytes [5]. The presence of autoreactive T cells (CD4+ and CD8+) in the liver and auto-
antibodies (auto-Ab) production directed against various hepatic antigens, reflects the 
autoimmune character of the disease [6, 7]. However, neither their specific contribution to the 
disease pathogenesis nor how they are recruited and primed in the liver has been resolved.  
There are convincing arguments showing that CD8+ T cells contribute to the pathogenic 
autoimmune process in organ specific autoimmune diseases (AID) [8]. First, adoptive transfer 
of autoimmune disorders by CD8+ T cells in syngenic immunodeficient mice proves that these 
cells are essential for the initiation of autoimmunity [9]. In addition, some CD8+ T cell clones 
have been shown to kill specific targets without the help of CD4+ T cells [10]. Autoreactive 
CD8+ T cells can be detected in the peripheral blood of human patients with AID, including 
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patients with AIH. Thus, CD8+ T cell clones specific for ASGPR or CYP2D6 from patients with 
AIH have the ability to produce IFN-γ cytokine and to exert cytotoxicity after recognition of 
CYP2D6 peptide-pulsed targets [11]. Hepatic self antigens (HAgs) are readily accessible to 
class I-restricted CD8+ T-lymphocytes and many studies in mice suggest that autoreactive 
CD8+ T lymphocytes play a key role in the pathogenesis of AIH [12, 13]. Transgenic (Tg) or 
knockout animal models have been excellent tools for dissecting pathogenesis and have 
provided crucial information on mechanisms responsible for the fragile and complex balance 
between tolerance and autoimmunity in the liver [14, 15]. Moreover, knowledge of the 
mechanisms responsible for autoreactive T-lymphocytes activation, proliferation, clonal 
deletion, anergy, or ignorance in the periphery, have been enhanced by the use of TCR Tg 
mouse strains [16]. Thus, several murine models have highlighted the role of HAgs-specific 
CD8+ T cells. However, most previous works were based on transfer of CD8+ T cells against 
liver specific antigens expressed as neoself in Tg mice [17, 18]. Unfortunately, transfer of 
autoreactive CD8+ T cells was not sufficient to induce chronic inflammation [19]. Thus, these 
approaches showed severe limitations in the induction of immune-mediated hepatitis as 
observed in humans. Heterogeneity of T cell clones activation in vitro, impact of number of 
transferred cells and the fact that the liver plays a robust role in peripheral tolerance could 
explain the disappointing results reported. To bypass this obstacle, Tg murine models have 
been produced to develop a spontaneous chronic progressive AIH using double Tg mice 
expressing a TCR carried by CD8+ T cells with specificity for a neoself-autoAg expressed by 
hepatocytes [20-22]. However, these models show a central clonal deletion or a persistence 
of high avidity autoreactive Tg CD8+ T cells in the periphery in the absence of chronic liver 
inflammation. For example, double Tg mice on C57BL/6 (B6) background expressing the 
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neoself gag protein (FMuLVgag) from Friend virus in the thymus and liver under Albumin 
promoter (Alb-Gag) showed no signs of autoimmunity. Gag-specific Tg CD8+ T cells 
escaping central tolerance were maintained in a tolerant state in the periphery and lost the 
ability to proliferate and produce IL-2 in response to antigen stimulation [20]. In contrast, 
double Tg mice expressing influenza virus-hemagglutinin (HA) as neoself-Ag only in the liver 
under hepatocyte-specific albumin promoter developed a moderate and transient form of 
hepatitis only in males. However, most liver-infiltrating HA-specific CD8+ T cells had an 
anergic status [22]. In this model, the development of a chronic T-cell mediated liver 
autoimmunity on mixed genetic background (DBA2, B6 and Balb/c) could be impaired by the 
interaction of autoimmunity-related susceptibility loci and/or the background of these strains.  
To further analyze the liver specific autoimmune response and the role of the liver in 
peripheral tolerance, the double Tg model presented in this study was generated directly on 
B6 background to avoid the impact of genetic heterogeneity on T cell development and 
tolerance breakdown. This model shows specific signs of autoimmunity (cellular and humoral 
immune responses) and develops mild liver inflammation in both male and female mice. As 
such the model reported here should be of unique value for dissecting the molecular basis for 
the liver’s role in the balance between tolerance and immune mediated autoimmune liver 
injury. 
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2. Methods 
2.1. Cells 
The T CD8+ NP18 clone, which has previously been shown to have specific reactivity to 
amino acids 396-404 of the nucleoprotein (NP) from lymphocytic choriomeningitis virus 
(LCMV), is restricted by the MHC class I H-2Db molecule [23]. Mice thymocytes, splenocytes , 
PBMC and lymph node cells were prepared according to standard protocols with minor 
modifications and cultured in RPMI+Glutamax medium (Invitrogen), 10% SBF, 5x10-5 M 2-
ME, 100 U/ml penicillin G and 100 μg/ml streptomycin.  
2.2. Transgenic mice generation 
To determine TCR-α and -β gene usage, synthesized cDNA from total RNA of T CD8+ NP18 
clone was amplified with a panel of Vα and Vβ specific primers as described [24] and PCR 
amplification products were subcloned and sequenced. TCR transgenes were constructed by 
subcloning PCR amplified regions encoding rearranged Vα8.5Jα5.1 and Vß12D2Jß2.3 
domains into pT-Vα and pT-Vβ TCR transgenic vectors, respectively [25]. The TCR chain 
expression of both constructs was confirmed by transient transfection into 58 α-/β- T cell 
hybridomas and RT-PCR. Their ability to respond to NP396 peptide was confirmed using an 
IL-2 production assay. Transgenic constructs coding for the functional VJα and VDJβ 
rearrangements of NP18 clone were co-injected in fertilized eggs from C57BL/6 (H-2b) mice.  
Genomic DNA from founder mice and their offspring was screened for the presence of TCRα 
and TCRβ chains DNA by PCR amplification, using specific primers. TCR chains expression 
was proved by RT-PCR amplification of total RNA from Tg splenocytes. Two transgenic (Tg) 
TCR mouse lines (TNP4 and TNP5) were kept and only TNP5 was used in further 
experiments in this study. The double transgenic TNP5/TTR-NP mice line was obtained after 
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breeding of TCR transgenic mice (TNP5/B6) with the TTR-NP/B6 mice [26]. All transgenic 
mice used for this study were bred in the animal facility and were kept under specific 
pathogen-free conditions. All animal experiments were performed according to national and 
institutional guidelines. 
2.3. Flow cytometry  
Thymocytes, splenocytes, PBMC or lymph node cells (1x106) were labelled with 
fluorescence-conjugated antibodies specific for TCR β chain, CD4, CD8, CD25 or CD69. All 
antibodies were purchased from eBioscience, except the Extravidin-PE (Sigma). The H2-Db-
NP396-404 tetramer (NP-tet) was produced as previously described [27] and was used to stain 
NP-specific effector cells. Four-color flow cytometry was performed on a FACScalibur (BD 
Biosciences), and data were analyzed using Cell Quest Pro software (BD Biosciences). 
2.4. Transgenic CTLs functionality 
Proliferation assays were performed on splenocytes from Tg mice. Briefly, cells were stained 
with 5 µM CFSE (eBioscience), then 1x106 cells per well were seeded in a 24-wells plate.  
Cells were stimulated with 10 µg/ml of the cognate NP396 peptide (FQPQNGQFI) or 
CMVpp65 (NLVPMVATV) irrelevant peptide as specificity control. Intrahepatic lymphocytes 
were isolated as described [28] and combined with syngeneic splenocytes loaded with 
specific peptides. Unstimulated and PMA stimulated controls were included in all 
experiments. Cells were harvested after 48-72 hours incubation at 37ºC and proliferation of 
CFSE-labelled CD8+ T cells was analyzed by FACS using an APC-conjugated anti-CD8 
antibody (eBioscience).  
For degranulation assays, 2x105 transgenic mice splenocytes were seeded in 96-well plates 
and incubated for 4 hours with 10 µg/ml of NP396 peptide and a mAb specific for CD107a 
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(Alexa Fluor 647-conjugated anti-mouse CD107a, eBioscience) [29]. An anti-CD8 antibody 
(FITC-conjugated anti-mouse CD8, eBioscience) was added for the last hour of incubation. 
Cells were harvested and washed twice with PBS and then processed in four-color flow 
cytometry. 
For cytokines measurements, single Tg TCR mice or double Tg mice splenocytes (1X106 
cells/wells) were incubated, with or without NP396 peptide. Supernatants were collected after 
48 or 72 hours incubation and stored at -20oC. They were used for IL-2 and IFN-  
measurement with respective READY-SET-GO ELISA kits (eBioscience).  
2.5. Monitoring liver-specific autoimmunity 
Liver samples from groups of 3-12 wk-old TNP5 and TNP5/TTR-NP Tg mice were 
dehydrated, embedded in paraffin, sectioned and stained with H&E for histopathological and 
morphological analysis. The TUNEL assay was performed using The Apoptag®  plus 
peroxidase in situ Apoptosis Detection Kit (Millipore, CA) according to the manufacturer's 
protocol.  
Serum ALT levels were measured in a Beckman-Synchron CX9 apparatus, from blood taken 
from mice of 3, 6, 10 and 12 weeks old. The presence of anti-NP autoantibodies in serum 
was revealed by ELISA as described [26]. 
2.6. Statistical analysis 
Student t-test was used to determine the statistical significance of differences between 
groups, which was set at the 95% confidence level. 
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3. Results 
3.1. Phenotypic analysis of transgenic T cells expressing a TCR specific for LCMV-NP 
We amplified and cloned the genomic rearranged TCR genes from NP396-404 epitope 
(FQPQNGQFI) of LCMV-NP-specific CD8+ T clone (NP18) to generate TCR Tg mice. The α 
and ß TCR chains coding for Vß12-D2-Jß2.3 and Vα8.5-Jα5.1 receptors were identified as 
specific chains recognizing NP396-404 epitope. The generated mouse strain (TNP5) expressing 
the Tg TCR on CD8+ T cells in the thymus and the periphery, showed an increased proportion 
of CD8+ T-cells and reduced CD4 T-cells compared with wild type B6 mice (data not shown). 
As expected in CD8+ Tg models, the ratio of CD4/CD8 thymocytes showed skewing toward 
the CD8+ T cell compartment. Assessment of Tg TCR expression on CD8 T cells by flow 
cytometry using tetramer–Db-NP396-406 (NP-tet) confirmed that Tg TCR are present only on 
CD8+ single-positive (SP) or CD4+ CD8+ double positive (DP) thymocytes (fig 2.1A).  
CD4 and CD8 profiles in spleen, lymph nodes or blood showed that CD8+ population was 
markedly enhanced compared to B6 littermates (data not shown). These results confirmed 
marked skewing towards the CD8 single-positive phenotype in Tg TCR mice (fig 2.1B). The 
staining by anti-CD8+ antibody and NP-tet showed that Tg NP-specific CD8+ T cells represent 
about 37% of CD8 population in the spleen, 40% in LN, and 22% in blood (fig 2.1B). No 
specific phenotype develops in TCR single Tg mice (TCR-STg). 
3.2. Hepatic Ag-specific CD8+ T cells population in double Tg mouse model (TNP5/TTR-NP) 
Double Tg mice (DTg) were obtained by crossing TTR-NP single Tg mice (STg), which 
express the neo self-antigen LCMV-NP in the hepatocytes [26], with TNP5 STg mice 
producing NP-specific CD8+ T lymphocytes. The Tg TCR T cells in TNP5/TTR-NP DTg mice 
were not deleted in the thymus and the percentage of NP-specific CD8+ thymocytes gated in 
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CD4−CD8+ SP thymocytes was similar to those in TNP5 STg mice compare (Fig 2.1A vs Fig 
2.2A). This result is consistent with a positive selection in the absence of neo-self LCMV-NP 
expression in the thymus as described in TTR-NP Tg mice [26] and confirmed in DTg mice by 
RT-PCR (data not shown). Unexpectedly, NP-tet specific CD8+ T cells frequencies from the 
total of peripheral CD8+ T cells in DTg mice compared to STg mice showed a marked 
decrease from 37% to 3.9%, from 40% to 4% and from 22% to 5.1% in the spleen, lymph 
nodes and peripheral blood respectively (fig 2.1B and fig 2.2A). Thus, these potentially 
autoreative CD8+ T cells in DTg mice undergone partial but significant peripheral deletion 
compared to STg mice. 
3.3. Functional capacity of potential autoaggressive NP-specific CD8 T cells 
Despite the fact that the majority of NP-specific CD8+ T cells encountering LCMV-NP as a 
self-Ag in the periphery, mainly in the liver, of DTg mice are deleted and their number 
decreased by around 10 fold in secondary lymphoid tissues, they showed vigorous activation 
in vitro. To compare rates of proliferation of NP-specific CD8+ T cells, splenocytes were only 
stimulated with NP396 peptide and no exogenous APC were added to the culture. 
Measurement of the level of proliferation of NP-specific CD8+ T cells showed that these 
specific T cells from STg mice proliferated with higher rate (4 fold) than those from DTg mice 
(fig 2.3A) after 2 days of culture (70% vs 17%). However, after 3 days of culture, extensive 
proliferation of NP-specific T cells from DTg was observed with several rounds of division (5 
to 6 divisions) (71% vs 95%) (fig 2.3B). Moreover, this response was highly Ag specific, 
because splenic cells failed to proliferate in absence of peptide or when exposed to a control 
peptide. Splenocytes from both Tg mice were tested for production of IL-2 and IFN-  after 
stimulation with NP396 peptide during 48h or 72h. Supernatants from proliferation culture 
  
 
58
assayed by quantitative cytokine ELISA analysis showed that CD8+ T cells from STg mice 
produced significantly more IFN-  and IL-2 than NP-specific CD8+ T cells from the DTg mice 
after 48h. However, specific NP- CD8+ T cells of both Tg mice produced equivalent amounts 
of IFN-  and IL-2 after 72 of culture (fig 2.3C). This result indicates that autoreactive T cells 
from STg and DTg were able to acquire a full cytotoxic effector capacity. 
To compare the functional cytotoxic status of these cells, we evaluated the degranulation of 
NP-specific CD8+ T cells from STg and DTg mice. Tg CD8+ T cells were evaluated directly ex 
vivo for surface expression of CD107a (LAMP-1), a surrogate marker for recent cytolytic 
activity. As around 4% of splenic NP-specific CD8+ T cells were found in DTg mice and 
similar number of splenocytes express CD107a suggest that all or most of them showed a 
cytotoxic activity. However, one third of those from STg mice were positive for CD107a 
marker (15% of total CD8+ T cells) (fig. 2.3D). These data indicate that CTLs isolated from 
DTg mice undergone full activation and suggest that NP-specific CD8+ T cells in DTg mice 
had been exposed to their antigen and were not naïve. 
3.4. Self-specific CD8+ and CD4+ T cells accumulate in the liver 
The percentages of CD8 T cells in liver (average four mice for all groups) are 26.7 ± 2.5 % in 
DTg mice and 32.1 ± 1% in TCR STg mice compared with 12.7 ± 2.1% in TTTR-NP (fig 
2.4A). Furthermore, the ratio of total number of CD8/CD4 single positive cells was 1:1 in DTg 
mice or TTR-NP mice compared to 4:1 in TCR STg mice. Moreover, the frequency of NP-
specific CD8+T-cells in liver of naïve TCR STg mice was similar to those found in spleen 
(32% vs 37%, fig 2.4A). In contrast, NP-specific CD8+T-cells (gated on CD8+ population) in 
liver of DTg mice was significantly higher than in lymphoid peripheral organs and blood and 
resulted in an increase of approximate four- to five-fold (15% vs 3%). Thus, these data 
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indicate that the accumulation of autoaggressive CD8+ T-cells in the liver of DTg mice is 
specific to the hepatic neo-Ag expression. The observation that the proportion and the 
number of CD4+ T cells in double Tg mice were higher than in STg TCR or TTR-NP mice led 
to the hypothesis that these cells may have developed toward a regulatory phenotype. 
However, the proportion of intrahepatic Foxp3+ CD25+CD4+ Tregs from DTg TCR/TTR-NP 
was similar to those from TTR-NP control mice (fig 2.4C). These data suggest that Tregs are 
not modulated in the liver of DTg mice and the accumulation of self-reactive CD8+ T cells in 
liver appears to be related to conventional CD4+ T cells that could provide help to promote 
this specific CD8+ T cells activation. 
3.5. Liver-specific CD8+ T cells bear the phenotypic signature of activated/memory T cells 
Increased percentage of intra-liver autoreactive T cells in DTg mice compared to peripheral 
organ suggested possible priming in vivo by resident APC, including hepatocytes. NP-specific 
CD8+ T cells do not become anergic, because they display numerous phenotypic markers 
and functional traits that are found in Ag-driven activated CD8+ T cells. CD69 and CD25 
expression, considered to be a marker of T cell activation, was up-regulated in CD8+ T cells 
from both spleen and liver of DTg mice upon in vitro stimulation (data not shown). In contrast, 
on unstimulated intrahepatic CD8+ T cells, only CD69 was increased when compared to those 
from STg mice (9,5% vs. 2,8%). Increased expression of CD69 seemed to result from 
stimulation in the liver itself because its expression in spleen was identical from both Tg mice 
(7.8% in DTg vs. 5.4% in STg) (fig 2.5A). Moreover, these unstimulated intrahepatic CD8+ T 
cells from Dtg mice exhibit strong up-regulation of effector/memory CD44 or CD122 markers 
compared to splenocytes (fig 2.5B). Furthermore, NP-specific CD8+ T cells from liver 
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proliferate vigorously to NP396 peptide and produce IFN-  and IL-2 upon antigenic 
stimulation in vitro (fig 2.5C).  
3.6. Liver inflammation and autoimmunity signs 
Autoaggressive T cells activation in vivo could result in the development of an inflammatory 
process that would lead to the destruction of hepatocyte expressing LCMV-NP. Such specific 
injury could be mediated by the potential pathogenicity of these effector NP-specific CD8+ T 
cells as shown by histological analysis (fig 2.6A and B) and increased serum transaminase 
(ALT) levels, in both males and females (fig 2.6C). DTg mice developed liver inflammation 
and the early phase of liver infiltration was first found in 3 weeks old mice (fig 2.6C). 
Spontaneous inflammation in the DTg mice was detected in each generation (F2-F10) and 
was specific because we did not observe any sign of liver inflammation (ALT ≈ 20-30 U/L) in 
single Tg mice (TCR or TTR-NP). Moreover, the histological analysis in DTg mice revealed 
an intralobular inflammation persistent at least until 12 weeks old mice of both sexes. 
Moreover, anti-NP auto-Abs were found in the serum of both male and female DTg mice (fig 
2.6D). These results suggest that a T-cell mediated liver inflammation occurred together with 
a humoral response that would be secondary to hepatocytes damage. 
  
 
61
4. Discussion 
Central T-cell tolerance contributes significantly to the prevention of autoimmunity, whereas 
peripheral tolerance controls self-reactive T cells that escape thymic negative selection to 
limit their activation and the induction of immune pathology [30]. Thus, these potentially 
autoreactive T cells that escape negative peripheral tolerance and form the peripheral self-
reactive repertoire could be resistant to anergy, ignorance and T cells suppressive 
mechanisms and provoke autoimmunity against some organs vulnerable to autoimmune 
attacks, including pancreas and central nervous system [31, 32]. In contrast, liver appears to 
be better protected from allogenic immune response or autoimmunity, because transplanted 
livers are less rejected than other solid organs and autoimmune liver diseases are rare [33]. 
However, specific autoimmunity against hepatocytes can occur in the form of an autoimmune 
hepatitis. Despite some advances in the understanding of this disease both its aetiology as 
well as most of its pathogenic mechanisms are unknown.  
Generation of Tg mouse models has provided crucial information for better understanding 
mechanisms involved in peripheral tolerance breakdown by employing neo-self antigen- and 
TCR-double transgenic mice [34]. However, the development of tolerance to antigens 
expressed only in the liver has been poorly understood. In this study, we developed a novel 
line of Tg mice expressing dual transgenes for both LCMV-NP neoself-antigen expressed 
only in the liver, and the NP-specific CD8+ T cells. This model allowed us to investigate the 
functional outcomes of potentially autoreactive CD8+ T cells in mice. CD8+ T cells are more 
abundant in liver of patients with inflammatory liver diseases [35] and are effector cells 
responsible for the pathogenesis of numerous animal models of autoimmune diseases [8]. 
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In our double Tg model (called TNP5/TTR-NP), the NP346-404-specific CD8+ T cells mediate a 
limited intralobular liver inflammation. Despite the fact that peripheral tolerance eliminates 
90% of these highly pathogenic T cells from the repertoire, about 10% of potential 
autoreactive CD8+ T cells escape peripheral clonal deletion. Low proportion of neoself-Ag-
specific CD8+ T cells (4-5% of total CD8+ T cells) express a Tg TCR composed of Vα8 and 
Vβ12 specific to LCMV-NP and showed effector function in spleen and LNs of double Tg 
mice. The proportion of potential autoreactive CD8+ T cells in liver increase to 3- to 4-fold and 
keep the capacity to proliferate vigorously to NP396 peptide in vitro and to secrete IL-2 and 
IFN-γ cytokines. These results indicate that the NP-specific CD8+ T cells escaping from 
deletion gained effector functions mainly in the liver, after encountering the target self-Ag. 
Furthermore, the accumulation of functional autoaggressive NP-specific CD8+ T cells in the 
liver raised the possibility that peripheral clonal deletion observed might be mediated by 
mechanisms relegated to the target organ in addition to a potential role of peripheral lymphoid 
tissues. 
The proportion of auto-reactive CD8+ T cells in our model could be sufficient to initiate the 
autoimmune cascade. Thus, there is no evidence for thymic deletion of autoreactive CD8+ T 
cells in DTg mice, even when the proportion of total SP CD8+ cells was reduced to 7% that is 
higher than TTR-NP (1.5%) or normal age-matched littermates B6 mice (data not shown). 
Furthermore, the frequency of Tg CD8+ T cells observed in liver of DTg is physiologically 
relevant in contrast to other models expressing more than 90% of the Tg CD8+ population in 
thymus and 40-60% in periphery or liver [17, 18]. In addition, potentially autoreactive CD8+ T 
cells were specifically retained in the liver of DTg mice, as reflected by the higher proportion 
of NP-specific CD8+ T cells in the total CD8+ T cells in the liver (15%) compared with the 
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spleen, LN or peripheral blood (3-5%) of DTg mice. In contrast, the proportion of these NP-
specific CD8+T cells in the total CD8+ T cell population was similar in peripheral lymphoid 
organs, thymus and liver (around 30%) of STg mice. Thus, the presence of very few NP-
specific CD8+ T cells in the blood of DTg mice, indicates that reactive CD8+ T cells were 
retained in the liver and do not recirculate between the liver and lymphoid tissues. These 
observations are similar to those reported from Tg models using adoptive transfer of HAg-
specific self-reactive CD8+ T cells [5]. 
Mild liver inflammation in the liver lobule that we observed caused hepatocyte injury, as 
assessed by measuring serum ALT levels. The development of spontaneous inflammation in 
both sexes excludes any sex effect on the CD8+ TCR Tg cells in DTg mice. In addition, the 
priming of pathogenic Tg CD8+ T-cells could be driven by professional APCs within the liver 
and/or by direct recognition of Ag endogenously processed and presented by hepatocytes. 
Intrahepatic NP-Tg CD8+ T cells displayed elevated expression of CD69 marker related to 
activated phenotype in vivo and have the capacity to acquire effector function in vitro. 
Activation in the liver was Ag specific, CD69 up-regulation was detected in NP-specific CD8+ 
T cells (17% of CD8+ T cells),but not in naïve CD8+ T cells from the spleen or the liver of STg 
mice. Increased CD44 and CD122 expression on CD8+ T cells was more prevalent in liver 
than spleen from DTg, which is an indication that these Tg CD8+ T cells have previously 
encountered the Ag, and have been activated through their TCR. Thus, these NP-specific 
CD8+ T cells isolated from liver of DTg mice expressed noticeably increased levels of CD69 
and CD44, which is consistent with an effector memory/ activated phenotype [36]. Thus, 
hepatocytes are capable of activating naïve CD8+ T cells, but imprint a distinct program of 
differentiation leading to unsustained expression of CD25 as described for adoptively 
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transferred self reactive CD8+ T cells [37]. Altogether, our data strongly suggest that the liver 
is a site of primary activation for NP-specific CD8+ T cells in DTg mice, and that such mice did 
not show ignorance of the target Ags or anergic phenotype [20, 21, 38]. Therefore, retention 
and activation of NP-specific CD8+ T cells in the liver provide evidence that hepatocytes are 
able to activate CD8+ T cells in vivo. 
Biochemical (increased serum ALT levels) and histological (lobular inflammatory infiltrates) 
parameters observed in both sexes were likely caused by direct cytolytic effects against 
hepatocytes of specific autoreactive CD8+ T cells. Hepatocytes death leads to release of 
LCMV-NP autoantigen, and consequently to an induction of B cell autoantibody production. 
Altogether, these findings indicate that NP-specific Tg CD8+ T cells are essential contributors 
to the earliest phases of liver inflammation leading to hepatocytes destruction.  
Previous evidence suggests that autoantibodies in AIH are not pathogenic, and their titres 
may not correlate with the disease process after its initiation. Autoantibody production is 
likely secondary to pathogenic T cell responses [39, 40]. These observations of others are 
now supported experimentally by our results showing that the presence of NP-specific 
autoantibodies was secondary to hepatocytes injury by cytotoxic CD8+ T cells and 
cytokines production.  
Given the importance of the helper function of CD4+ T cells in autoantibody production and 
CD8+ T cells cytotoxicity, the intrahepatic CD4+ T cells might play an integral role in the 
inflammatory process observed in this model. The only obvious difference observed 
regarding cell composition in DTg mice and STg control animals (TCR Tg or NP Tg mice) was 
elevated CD4+ T cell proportion in liver from DTg mice. Interestingly, these results indicate 
that the CD4+ T cell attraction was specific to activation status of auto-reactive CD8+ T cells in 
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the liver and not due to differences in the frequencies of NP-specific CD8+ T cells or total 
CD8+ T cells. 
In contrast to the results obtained for CD8+ T cell-mediated liver inflammation showing that 
more of 40% of intrahepatic CD4+ T cells are Tregs [22], the increased population of intra-
liver CD4+ T cells in our model is not due to Foxp3+ CD25+ CD4+ Tregs, suggesting that intra-
liver conventional CD4+ T cells in TNP5/TTR-NP could play a crucial role for NP-specific CD8+ 
T-cell responses and autoantibody production. Thus, these results do not support other 
findings, suggesting that accumulation of activated CD8+ T cells in the liver leads to a 
transient increase of intra-hepatic Tregs for the control of liver injury [22]. 
Several facts may account for the discrepancy in results between our DTg model and those 
used by others: A) Tg constructs used to generate hepatic neo-self Ag differ in promoter and 
nature of expressed Ags; B) the expression level of self Ag including the amount of the MHC 
class I-associated peptides presented by hepatocytes; C) the avidity and/or affinity of TCR; 
D) the number of potentially autoreactive Tg CD8+ T cells, that may affect the fate of T cell 
responses. Indeed, in a DTg mouse model expressing the main epitope of the LCMV-
Glycoprotein (GP33) under control of the albumin promoter in the liver, but also in the thymus, 
and the GP-specific CD8+ TCR (P14), the thymic clonal deletion of more than 90% of GP33-
specific CD8+ T cells and the transient form of hepatitis observed after transfer of GP33-
specific CTL and LCMV infection indicate that the mechanisms leading to the abrogation of 
tolerance are diverse amongst the various mouse models [21]. 
Consequently, more fundamental questions, such as which population of T cells plays a role 
in triggering liver inflammation, remain unresolved. Our model described in this study will 
provide a valuable tool trying to clarify such unsolved pathophysiological mechanisms of T 
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cell–mediated liver diseases. In view of our results, we propose that the presence of self-
reactive CD8+ T cells is not sufficient to cause severe or fulminate liver disease because 
some additional cellular or molecular mechanisms are crucial to autoimmune disease 
progression. Thus, an inflammatory insult is required and CD8+ T cells play a critical role in 
initiation of liver injury but not in the establishment of severe disease. This suggestion is in 
line with our observation that lymphoid infiltrates are detectable in the liver of 3 weeks old 
DTg mice; in adult mice the inflammation reaches the steady state and does not progress to 
severe inflammation. 
5. Conclusions 
The accumulation of potential auto-reactive CD8+ T cells and conventional CD4+ T cells in the 
liver are not sufficient to explain the development of a severe autoimmune hepatitis and there 
are probably multiple mechanisms that can contribute to the onset of disease [41]. Indeed, 
the difference in data derived from different DTg models may reflect this complexity and the 
identification of key mechanism in the development of a chronic liver inflammatory process is 
likely to lead to new therapeutic interventions. Experiments are currently undergoing to further 
characterize the mechanisms of tolerance implicated in our new DTg model of autoimmune 
hepatitis. 
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Figure 2.1 Representative T lymphocyte populations in TNP5 TCR-transgenic mice.  
(A) Thymocytes from 6-12 weeks-old TNP5 TCR-Tg mice were stained with fluorescence-labelled 
antibodies specific for CD4, CD8, and MHC class I tetramer Db-NP396-404 (NP-Tet). Expression of CD4 
and CD8 on total thymocytes and of Vα8-Vβ12 Tg TCR on T cells were gated on double positive and 
single positive thymocytes. Numbers indicate the percentage of live cells or the percentage of NP-Tet 
positive cells in CD8 subset. (B) Peripheral lymphocyte profiles from spleen, lymph nodes and blood 
were determined by flow cytometry using anti-CD4 and anti-CD8 (top). Expression of TCR-α/β 
transgenes specific for NP396-406 peptide was analyzed by tetramer. The percentage of positive cells 
gated on CD8+ T cells was determined (bottom). 
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Figure 2.2 Central and peripheral tolerance in TNP5/TTR-NP double Tg mice.  
(A) Typical NP-Tet positive thymocytes and peripheral lymphocytes populations from double Tg mice, 
gated on CD8+ T cells. (B) The histogram represents the NP-Tet positive CD8+ TCR Tg cells from total 
T cells in single (TNP5) and double (TNP5/TTR) Tg mice (mean ± SD of 5 independent experiments, 
n= 4–7 mice/group)  *p<0.05  
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Figure 2.3 Functional capacities of Tg TCR CD8+ T lymphocytes.  
(A) The cell division index (CDI) was assessed for the proliferative capacity of NP-specific Tg CD8+ T 
cells after 2 or 3 days of culture in both STg and DTg mice. The CDI was calculated by subtracting the 
percentage of CFSElow in the CD8+ subset (%CFSElow /CD8+) found in unstimulated cultures from 
%CFSElow /CD8+  found in stimulated cultures (mean ± SD of 5 independent experiments, n=5-7 mice 
per group). *p<0.05; **p<0.001. (B) Representative FACS analysis of NP396-stimulated splenocytes 
and unactivated (gray filled) after 3 days of culture. Equivalent numbers of naive spleen cells from 
either TNP5 or TNP5/TTR-NP mice were assessed for proliferation in response to NP396 peptide. 
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Numbers in the diagrams display the percentages of proliferating NP-specific CD8+ T-cells gated on 
CD8+ T cells subset. The background proliferation (M1) for both mice was 2.5-4 % (data not shown). 
(C) Supernatants of NP396 peptide-stimulated splenocytes were analyzed for IFN-γ and IL-2 
production in both STg and DTg mice. Non-Tg mice were used as negative controls (data not shown). 
(Mean ± SD of 3 independent experiments, n=5-6 mice per group). **p<0.001. (D) To assess the 
cytotoxic function, Tg splenocytes stimulated with NP396 peptide or without (NS) after 4h of culture 
were used in exocytosis assays in which CD107a (LAMP-1) detection reflects the release of granzymes 
by CTL to kill specific targets. The representative flow cytometry showed the proportion of CD107a+ 
cells within the CD8+ T lymphocyte population from TNP5 and TNP5/TTR-NP mice. 
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Figure 2.4 Autoreactive CD8+ T lymphocytes escape from clonal deletion and accumulate in 
the liver of TNP5/TTR-NP mice.  
(A) Intrahepatic lymphocytes from TNP5, TNP5/TTR-NP and control TTR-NP mice were isolated, and 
the percentage of CD4+ T cells, CD8+ T cells, NP specific CD8+ tetramer-bound T cells was 
determined by flow cytometry (mean ± SD of 2 independent experiments, n=3-4 mice per group) 
*p<0.05 and **p<0.001. (B) Total number of intrahepatic T cells in indicated mice was determined by 
cell counting. The total cell numbers per liver are presented as means ± SD from 3-4 livers for each 
group. *p<0.05. (C) Gated intrahepatic CD4+ T cells from DTg TNP5/TTR-NP and control mice (TTR-
NP) were analyzed for CD25 and intracellular Foxp3 expression (left). The frequency of CD4+ T cells 
that are FoxP3+  and CD25+ in liver of DTg TNP5/TTR-NP mice was not significantly different 
compared with that of STg TTR-NP (right, p=.330) (mean ± SD representative of 2 independent 
experiments, n=3-4 mice per group).  
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Figure 2.5 Proliferation, activation and acquisition of effector function by liver infiltrating NP-
specific CD8+ T cells.  
(A) Representative results of unstimulated CD8+ T cells from liver or spleen of both Tg mice, analyzed 
for CD69 and CD25 as early activation markers. (B) Expression of CD8+ T cell effector memory-
related surface markers is shown in DTg mice gated on CD8+ T lymphocyte population from indicated 
organs. Numbers on histograms indicate percentage of CD8+ T cells upregulating a given marker. (C) 
Intrahepatic lymphocytes isolated from DTg mice were cocultured with syngeneic splenocytes from 
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wild type mice and NP396 peptide for 3 days. Proliferation capacity was analyzed for NP-specific 
CD8+ T-cells gated on CD8+ T cells.  Cells without stimulation or stimulated with 20 ng/mL PMA or 1 
mg/mL ConA served as a negative and a positive control, respectively (top). Supernatants from these 
proliferation experiments were analyzed by ELISA to assess secretion of IFN-γ and IL-2 cytokines as 
effector markers (bottom) (mean ± SD of 2 independent experiments, n=4-5 mice per group). *p<0.05 
and **p<0.001.  
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Figure 2.6 Capacity of transgenic TCR CD8+ T cells to provoke liver-specific inflammatory 
process.  
(A) Histological examination of the liver from double Tg mice (TNP5/TTR-NP). Liver tissue section 
from single Tg TNP5 mice did not show any inflammatory cells (data not shown). In livers of double 
Tg mice, portal tract and intralobular lymphocytic infiltration were observed in both sexes. 
Magnification of hematoxylin–eosin microphotographs 400X. (B) Hepatocytes apoptosis (brown 
coloured nuclei) was only observed in double Tg mice (TNP5/TTR-NP) groups. The TUNEL-positive 
cells are shown by arrows. Magnification of TUNEL microphotographs 400X. (C) Serum ALT levels 
were determined at indicated age. Data represent mean values ±SD (n=5-6 mice per age group). (D) 
ELISA for anti-NP autoantibodies. Serum anti-NP Abs were detected at 6 and 12 weeks old and similar 
levels were found in both sex. Values are expressed as mean ± SD (n=7-8 mice per group). 
 
  
Chapitre 3 Développement d’un nouveau modèle murin 
double transgénique de diabète autoimmun 
Le modèle animal de DAI le plus étudié est la souris NOD, une lignée consanguine qui 
présente plusieurs défauts généralisés au niveau de gènes impliqués dans la tolérance centrale 
et périphérique des lymphocytes T autoréactifs. Depuis peu, la pertinence de se baser sur ce 
modèle afin d’extrapoler les résultats à la population humaine est remise en question, car la 
souris NOD ne saurait représenter l’hétérogénéité génétique observée à l’échelle de la 
population humaine. Afin de mieux déterminer les mécanismes généraux menant au 
développement du diabète autoimmun dans une population génétique diversifiée, il est crucial 
de développer de nouveaux modèles animaux sur des fonds génétiques variés. Dans cette 
optique, nous avons créé un nouveau modèle sur un fond C57Bl/6, une souris naturellement 
résistante au DAI. Nous avons croisé une souris exprimant un TCR transgénique spécifique à 
la nucléoprotéine NP du virus LCMV avec une seconde souris exprimant cette NP dans le 
pancréas et le thymus. Les modèles transgéniques de diabète autoimmun exploitant les 
protéines du LCMV comme autoantigène nécessitent habituellement une infection avec le 
virus LCMV pour provoquer une réaction autoimmune, par un phénomène de mimétisme 
moléculaire. Dans ce deuxième article, nous décrivons un nouveau modèle de diabète 
autoimmun spontané qui se développe uniquement chez les souris mâles adultes (Manuscrit 
destiné à être soumis à la revue Diabetes). 
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Introduction 
Between 5% and 8% of the population is affected with one or more autoimmune diseases, 
and 80% of these people are women [1, 2]. Genetic and hormonal factors have been 
highlighted in the development of autoimmunity. The immune response pattern differs 
between males and females. Indeed, females develop a stronger humoral and cellular, Th2 
dominant, immune response during infection or vaccination, which predispose them to 
produce more autoantibodies and increase their susceptibility to autoimmune disorder [1, 2]. 
Moreover, sexual hormone receptors are present on a variety of immune cells [3, 4]. In a 
number of human diseases and animal models, low androgens level was associated with 
autoimmunity in males [5-9]. An elegant study pointed that early-life gut microbiome 
composition influence the level of sexual hormones and hence, the susceptibility of NOD 
female mice to TD1 [9]. 
Most studies on the gender differences in susceptibility to autoimmune disorders focused on 
effects of sexual hormones levels or genes to explain female predisposition. Otherwise, the 
majority of preclinical studies conducted in small rodents models were not performed with 
both sexes in the same study [4]. The role of CD4+ and CD8+ T cells is recognized in 
initiation and development of organ-specific autoimmune diseases like autoimmune diabetes 
and multiple sclerosis [10-12]. In this study, we characterized the differences in T cells 
activation phenotype in both male and female, in our new double Tg mouse model of male-
predominant autoimmune diabetes called TNP/RIP-NP. Severe autoimmune diabetes 
spontaneously develops in adult TNP/RIP-NP male mice. Unstimulated CD8+ T cells from 
these diabetic male mice showed a characteristic phenotype where CD44, CD122 and PD-1 
are upregulated compared to healthy males and females.  
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Materials and Methods 
Transgenic mice generation.  
Two transgenic (Tg) TCR mouse lines (named TNP4 and TNP5) were generated as 
described [13]. The double Tg mouse lines were obtained after breeding of TNP4 or TNP5 
with the RIP-NP mouse (B6.Cg-Tg(Ins2-NP)25-3Olds/MhvJ, Jackson Laboratory). All mice 
used in this study were bred in the animal facility and kept under specific pathogen-free 
conditions. All animal experiments were performed according to national and institutional 
guidelines. 
Assessment of diabetes in mice. 
Blood glucose concentration in tail vein blood was measured in nonfasted RIP-NP, 
TNP4/RIP-NP and TNP5/RIP-NP mice using a StatStrip glucometer (Nova Biomedical, 
Canada) at indicated time points. Blood glucose levels > 11,0 mmol/L (200 mg/dL) for two 
consecutive weeks, or in presence of manifest polyuria, indicated diabetes. Obese mice were 
excluded from the study. 
The presence of anti-NP autoantibodies in mice sera was revealed by ELISA as described 
[14]. 
Pancreas samples from TNP4/RIP-NP, TNP5/RIP-NP and RIP-NP mice, aged 6 weeks and 
over, were dehydrated, embedded in paraffin, sectioned and stained with H&E for 
histopathological and morphological analysis.  
Cells.  
Mouse thymocytes, splenocytes, and lymph node cells were prepared as described [13] and 
cultured in RPMI+Glutamax medium (Invitrogen), 10% SBF, 5x10-5 M 2-ME, 100 U/mL 
penicillin G and 100 μg/mL streptomycin.  
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Flow cytometry.  
For repertoire characterization, freshly isolated thymocytes, splenocytes, or lymph node cells 
(1x106) were labelled with fluorescence-conjugated antibodies specific for CD4 or CD8. The 
H2-Db-NP396-404 tetramer was used to stain NP-specific effector cells. For activation and 
memory markers analysis, peptide-stimulated or unstimulated spleen cells were labelled with 
fluorescence-conjugated antibodies specific for CD25, CD69, PD-1, CD62L, CD44 or CD122. 
All antibodies were purchased from eBioscience (CA, USA), except the extravidin-PE (Sigma-
Aldrich, Canada). The H2-Db-NP396-404 tetramer was used to stain NP-specific effector 
cells. Four-color flow cytometry was performed on a FACScalibur (BD Biosciences, Ontario, 
Canada), and data were analyzed using CellQuest Pro software (BD Biosciences, Ontario, 
Canada). 
Transgenic CTL functionality.   
Proliferation assays were performed on freshly isolated splenocytes from indicated mice 
stained with CFSE as described [13]. Peptide-stimulated or unstimulated cells were 
harvested after 72 h incubation at 37ºC, and proliferation of CFSE-labelled CD8+ T cells was 
analyzed by FACS using an APC-conjugated anti-CD8 antibody (eBioscience, CA).  
For cytokines measurements, mouse splenocytes (1X106 cells) were incubated with or 
without NP396-404 peptide. Supernatants were collected after 48 or 72 h incubation and 
stored at -20 oC. They were used for IL-2 and IFN-  measurement with respective READY-
SET-GO ELISA kits (eBioscience, CA).  
Statistical analysis. 
Student t-test was used to determine the statistical significance of differences between 
groups, which was set at the 95% confidence level. P values ˂.05 were considered 
significant. 
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Results and Discussion 
We characterized a new model of double Tg mice in which mature adult male mice develop 
spontaneous autoimmune diabetes. Our TNP/RIP-NP double Tg mouse model co-expresses 
the LCMV-NP as a neo-autoantigen under the RIP promoter, which drives its expression in 
the thymus and in the pancreas, and a Tg TCR specific for the NP396-404 epitope. In the 
present study, we compared CD8+ T cell phenotype in both male and female double Tg mice. 
We showed that splenocytes from males with overt diabetes display a unique phenotype 
characterized by the presence of CD8+ T cells expressing high levels of CD44, CD122 and 
PD-1. 
TNP4/RIP and TNP5/RIP male mice developed spontaneous autoimmune diabetes 
We measured the blood glucose of TNP4/RIP and TNP5/RIP mice at various ages. We found 
that in mice under 12 weeks, neither male nor female mice from both double Tg mouse lines 
developed hyperglycemia (not shown). The age and proportion of male mice developing 
hyperglycemia were similar, between 12 and 35 weeks of age, for both mouse lines (26% and 
29% respectively), so we pooled data from the TNP4/RIP and TNP5/RIP mice for further 
experiments. While 27,4% of male mice showed elevated blood glucose from 12 weeks of 
age (figure 3.1a), none age-matched female did so. Male autoimmune disorders tend to have 
a late onset and to be associated with more severe complications and greater morbidity [2, 
15]. In our model, hyperglycemia in affected adult male mice showed strikingly elevated blood 
glucose values ranging from 23,9 to 30,2 mmol/L among different age groups compared to 
females that showed normal blood glucose values (figure 3.1b). Moreover, hyperglycemia 
was regularly accompanied by polyuria and weight loss. Typical insulitis was observed in 
pancreas from hyperglycemic males (figure 3.1c), whereas TNP/RIP-NP females and RIP-NP 
mice did not show any sign of inflammation (figure 3.1d). However, both male and female 
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TNP/RIP-NP mice developed autoantibodies against the NP (figure 1e). The presence of 
autoantibodies in female mice indicates that they are not sufficient to induce break of 
tolerance. Thus, other factors are likely required to initiate diabetes. 
NP-specific CD8+ T cell clones from TNP4/RIP and TNP5/RIP male and female mice are 
similar in their effector properties 
We previously reported that NP-specific CD8+ T cells clones from young (6-14 weeks) 
TNP4/RIP and TNP5/RIP mice were partially deleted in thymus and that a fraction of these 
clones subsisted in the periphery (manuscript in preparation and figure 3.2a). Both TNP4/RIP 
and TNP5/RIP mouse spleen cells secreted similar level of IL-2 and IFN-γ and exhibited 
similar extent of effector capacity upon stimulation with the NP396-404 cognate peptide 
(manuscript in preparation). Since a difference in functional avidity caused a significant 
difference in proliferative capacity between the two double Tg mouse lines (manuscript in 
preparation), and that only male double Tg mice developed diabetes, we examined if there 
was a difference in functional capacities between male versus female mice in each double Tg 
line. Both male and female within TNP4/RIP and TNP5/RIP mouse lines proliferated equally 
upon a 72 h exposure to the NP396-404 peptide (figure 3.2b). Moreover, there was no difference 
between male and female cytokine profile (figure 3.2c, d). Hence, since NP-specific CD8+ T 
cells from young male and female exhibit similar proliferative and effector properties, we 
currently do not have means to predict which male will be prone to diabetes on the basis of 
functional capacities.  
CD8+ T cells from TNP/RIP-NP diabetic male mice show a typical highly 
activated/exhausted phenotype 
We sought to discover if differences occur in the activation pattern of T cells from male and 
female mice. We analyzed by flow cytometry the expression of several activation and memory 
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markers on unstimulated spleen cells from diabetic males, normoglycemic males, females, 
and RIP-NP mice. Since no female has developed diabetes during the study, we chose this 
group as an internal control for interpretation of the results. 
CD8+ T cells harvested from overt diabetic male mice displayed a unique phenotype 
compared to female and normoglycemic males. The CD69 early activation marker and the 
PD-1 apoptotic marker were sharply upregulated (p= .007 and p= .004 respectively) (Figure 
3.3a). CD69 is a very early activation marker that is upregulated immediately upon T cell 
activation with its cognate antigen. CD69 also promotes retention of T lymphocytes in 
lymphoid organs [16]. Memory cells also upregulate CD69 during secondary response, 
although to a lesser frequency and intensity [17]. Splenocytes from normoglycemic males and 
females express significant higher levels of CD69 than control RIP-NP mice, but less 
elevated than diabetic males. During pancreas islets injury, the continuous antigen release in 
diabetic male mice could trigger primary activation of naïve T cells, or secondary activation of 
memory cells. On the other hand, PD-1 is inducible and upregulated upon TCR signalling 
during T cell activation; simultaneous engagement of TCR and PD-1/PD-L1(PD-L2) ligand 
delivers a co-inhibitory signal [18, 19]. High level of PD-1 is present on T cells during chronic 
infection or in a persisting antigen setting and defines exhausted, non-functional T cells [18-
21]. In overt diabetic males, tissue damage continuously release the NP autoantigen that is 
available for re-activating the NP specific CD8+ T cells. Elevated PD-1 expression in diabetic 
males might indicate such an exhausted population of CD8+ T cells.  
There is a significant upregulation of CD44 and CD122 markers in diabetic male (p<.001 for 
both markers) compared to normal males and females (Figure 3.3b). CD44 is characteristic of 
an activated/memory T cell phenotype [22]. The CD8+ T cells from diabetic males expressed 
twice more CD44 than healthy males and females, suggesting the generation of more 
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memory phenotype T cells. Memory cells divide in two subsets: central memory T cells 
characterized by CD62Lhi and CCR7hi expression, whereas effector memory T cells express 
CD62Llo and CCR7lo. All four groups of mice, including RIP-NP control, express high level of 
CD62Lhi, suggesting that the majority of CD8+ T cells (65-80%) possess a phenotype 
resembling central memory cells. It is known that 10-20% of memory-phenotype cells are 
normally found in immunocompetent animals and increase with age [22, 23]. As the mice 
used in our experiments were mature or aged adults, the high number of memory-like T cells 
is not surprising. Central memory T cells migrate essentially to lymph nodes, hence they 
could account for a large part of the population of pancreatic lymph nodes.  
The marked upregulation of CD122 on diabetic male CD8+ T cells is quite interesting. The 
CD122 molecule is the common β chain shared by IL-2R and IL-15R [24, 25]. IL-15 is a pro-
inflammatory cytokine produced by monocytes, macrophages and T cells, that promotes 
growth of both CD4+ and CD8+ T cells in a TCR-dependant manner [26, 27]. IL-15 has been 
implicated in several inflammatory and autoimmune disorders [28-30]. Its prolonged or 
heightened expression, as in chronic infection, is able to surmount the activation threshold set 
by Tregs, hence allowing T effector cell escape [31]. Interestingly, naturally occurring 
CD8+CD122+ memory phenotype (MP) T cells also express CD44 and CD62L and have 
initially been classified among memory T cells [32], but recent convincing investigations 
attributed regulatory properties to these T cells [33, 34]. More precisely, a particular subset of 
MP CD8+ T cells expressing PD-1 (CD8+CD122+PD-1+) would constitute true regulatory T 
cells, whereas the PD-1 non-secreting counterparts (CD8+CD122+PD-1-) would indeed be 
memory T cells [33]. The CD8+CD122+PD-1+ regulatory T cells act in synergy with 
conventional CD4+CD25+Foxp3 Tregs [35], though using a different mechanism mostly 
depending on their IL-10 production [36, 37]. The recent characterization of these naturally 
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occurring MP CD8+ regulatory T cells revealed a molecular profile resembling that of 
exhausted cells as seen in chronic viral infection [38]. PD-1-expressing inhibitory CD8+ T 
cells have also been isolated during chronic Mycobacterium tuberculosis infection [39].The 
particular signature marker of CD8+ T cells from TNP/RIP-NP diabetic male mice suggest the 
presence of a regulatory CD8+ T cell subset in the spleen cell population. 
In conclusion, we report a new double Tg mouse model in which only adult males develop 
spontaneous autoimmune diabetes. The characteristic profile of an emerging lymphocytic 
population in diabetic male mouse splenocytes seems to correlate with the newly reported 
CD8+CD122+PD-1+ regulatory T cell phenotype [33], and hence could constitute an attempt 
to shut down the autoimmune response against released autoantigen during tissue damage. 
If so, this emerging regulatory T cell population failed to overwhelm the ongoing response in 
our model. Whether the emergence of CD8+CD122+PD-1+ cells population correlates with 
early stages of insulitis development and could be considered as a marker of ongoing 
diabetes in male mice, require additional studies. Our new model of male dominant 
spontaneous diabetes could be a valuable tool to identify new biological markers indicative of 
early stages in the diabetes development that would allow designing new therapeutic 
strategies to stop or slow the diabetes progression in prone individuals. 
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Figure 3.1 Diabetes development in TNP/RIP-NP male mice.  
(A) Age at hyperglycemia onset (blood glucose >11,0 mmol/L) among TNP/RIP-NP male mice. Data 
are pooled from both TNP4/RIP-NP and TNP5/RIP-NP mice. Numbers represent percentage of total 
male mice. Normal glycemia means that the individual did not show blood glucose elevation during the 
study. (B) Mean blood glucose of hyperglycemic male mice for each age group. M Hyper, male with 
hyperglycemia; F, female (healthy control) (mean ± SD, n=3-9 mice per group). (C) Typical pancreatic 
tissue section from a 16 weeks old, hyperglycemic (33,3 mmol/L) TNP/RIP-NP male mouse showing 
massive lymphocytic infiltration of an islet of Langerhans (left arrow). The infiltrating cells likely 
originated from the sparse area in the neighbouring pancreatic lymph node (right arrow). Magnification 
400X. (D) Pancreatic tissue section from a healthy TNP/RIP-NP female mouse, without insulitis. Also 
representative of RIP-NP control mice. (E) Development of antibodies against the NP protein in male 
and female TNP/RIP-NP mice (mean ± SD, n=3-5 mice per group). * p< .05 and ** p< .001   
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Figure 3.2 Autoreactive CD8+ T cells from TNP/RIP-NP mice acquire early functional 
capacities.  
(A) NP-tetramer specific CD8+ T cells frequencies in 6-14 week-old TNP4/RIP-NP and TNP5/RIP-NP 
mouse thymus (Thy), spleen and lymph nodes (LN). Gated on CD8+ cells (CD8+ SP in the thymus) 
(mean ± SD, n=5-12 mice per group). (B) Proliferative capacities of CD8+ T cells from 6-14 week-old 
male (M) and female (F) TNP4/RIP-NP and TNP5/RIP-NP mice, during 72 h incubation with the 
NP396  peptide (mean ± SD, n=4-5 mice per group). IL-2 (C) and IFN-γ (D) cytokine production in 
male and female double Tg mouse spleen cells (mean ± SD, n=4-6 mice per group).  ** p< .001 
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Figure 3.3 Phenotype of CD8+ T cells in TNP/RIP-NP mice.  
CD69, CD25 and PD-1 activation markers (A), or CD44, CD122 and CD62Lhi memory markers (B) 
upregulation was analyzed by flow cytometry on freshly isolated, unstimulated splenocytes from 
TNP/RIP-NP mice. M Hyper: male with hyperglycemia; M: male (normal glycemia); F: Female; RIP-
NP mice (negative control). (mean ± SD, n=4-11 mice per group). * p< .05 and ** p< .001   
 
  
Chapitre 4 Impact de l’avidité fonctionnelle et du site 
d’expression antigénique sur la tolérance des lymphocytes 
T CD8+ autoréactifs 
Comme nous l’avons vu précédemment, le modèle d’HAI a provoqué une réponse 
spécifique à l’autoantigène NP chez les souris mâles et femelles de la lignée TNP5/TTR, mais 
pas chez les souris de la lignée TNP4/TTR. Dans le modèle de DAI, la maladie s’est 
développée de manière similaire dans les deux lignées de souris double transgéniques 
TNP4/RIP et TNP5/RIP, mais seulement chez les mâles adultes. Nous avions noté une 
différence d’expression du TCR chez les lignées parentales de souris TCR transgéniques 
TNP4 et TNP5 ayant servi dans les croisements pour obtenir les souris double transgéniques. 
Étant donné que le niveau de TCR peut influencer l’avidité fonctionnelle des lymphocytes T 
CD8+ spécifiques, et que l’antigène NP est exprimé différemment dans nos deux modèles 
murins, nous avons donc voulu comparer la tolérance et l’acquisition de capacités effectrices 
chez les lymphocytes T CD8+ transgéniques dans chacune des lignées de souris double 
transgéniques, afin de déterminer pourquoi et comment la réponse autoimmune se développait 
pour donner lieu à des manifestations pathophysiologiques différentes selon la lignée 
(Manuscrit destiné à être soumis à la revue Journal of Immunology). 
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Abstract 
We generated two double transgenic mouse models each expressing a lymphocytic 
choriomeningitis virus nucleoprotein (LCMV-NP) specific T- cell receptor (TCR) and the 
LCMV-NP as neo-autoantigen, under two different promoters, one leading to a restricted 
antigenic expression in the liver and the other in the pancreas and thymus. When the cognate 
autoantigen expression was restricted to the liver, autoreactive CD8+ T cells overexpressing 
the transgenic NP-specific TCR displayed a lower functional avidity and were deleted. 
However, moderate expression level of the NP-specific TCR led to a partial clonal deletion of 
the autoreactive CD8+ T cells and allowed the development of a mild spontaneous 
autoimmune hepatitis. When the cognate autoantigen was expressed in the thymus and 
pancreas, the NP-specific autoreactive CD8+ T cell clones escaped tolerization and gained 
functional and effector capacities that caused autoimmune diabetes in male mice. In 
conclusion, depending on the presence or absence of thymic expression of the antigen, the 
TCR avidity of NP-specific T cell clones led to different outcome during tolerance. 
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Introduction 
Central tolerance is the outcome of a negative selection of T cell clones resulting in the 
deletion or inactivation of potentially harmful autoreactive T cells in the thymus. Several 
antigenic peptides, including many with tissue-restricted expression, are express in the 
thymus, reflecting an immunological self shadow [1, 2]. These self-antigens (Ag) are 
presented to developing thymocytes by APCs for selection. T cells with a TCR reacting 
strongly with their cognate peptide-MHC (pMHC) complex, i.e. with high avidity, are subjected 
to deletion [3]. T cells with lower TCR avidity, or with a high TCR avidity for a tissue-restricted 
Ag (TRA) that is not expressed in sufficient amount in the thymus, can escape the central 
tolerance and join the periphery [4]. Several studies on the selection of T cells specific for 
TRAs used the transgenic mice model RIP-mOVA, expressing the membrane-bound form of 
ovalbumine (mOVA) under the RIP promoter. This promoter drives the expression of the 
transgene both in the pancreas and the thymus. These studies showed that low avidity 
autoreactive clones routinely escape thymic selection and seed the periphery [4]. However, 
tolerance mechanisms of thymocytes clones specific for TRA expressed solely in periphery, 
in complete absence of thymic expression, have been rarely investigated.  
The avidity of a T cell is defined in vitro by the amount of pMHC required for its activation [5]. 
In vivo, the functional avidity encompasses not only the TCR-pMHC interaction, but also the 
co-stimulatory and adhesion molecules, which altogether deliver signal to the thymocytes [6, 
7]. In addition to the TCR avidity, other studies on the central tolerance of self-reactive 
thymocytes pointed out the maturity state of APC [8] and the availability (expression level) of 
the Ag [9, 10] as other factors impacting on the negative selection outcome. Whether a TCR 
avidity level modulation influences negative selection for a given Ag expressed in the thymus 
relative to the same Ag not expressed in the thymus requires investigation. 
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In this study, we investigated the combined effect of the TCR expression level, and the Ag 
expression site in an experimental system consisting of two double transgenic mouse 
models: 1) an autoimmune hepatitis (AIH) model where the LCMV-NP autoantigen 
expression is restricted to the hepatocytes, and 2) an autoimmune diabetes (AID) model with 
the same LCMV-NP autoantigen expressed in the pancreas and thymus. We found that the 
functional avidity of two NP-specific CD8+ T cells clones, in TNP4 and TNP5 mice, was 
inversely correlated with the expression level of a shared Tg TCR. The fate of the lower 
avidity T cell clone was strikingly different depending of the antigen expression site. In the 
liver expression model, the overexpression of the Tg TCR led to an unexpected clonal 
deletion in the thymus of TNP4/TTR-NP mice. However, a normal expression level of the Tg 
TCR caused a partial thymic deletion and the escaping NP-specific CD8+ T cells in the 
periphery allowed the development of a mild spontaneous AIH in TNP5/TTR-NP mice [11]. 
On the other hand, in the pancreas-and-thymus expression model, the autoreactive NP-
reactive clones were submitted to a partial deletion in the thymus, leaving some active CTL in 
the periphery that have the potential to activate and gain effector capacities leading to AID in 
TNP4/RIP-NP and TNP5/RIP-NP mice (manuscript in preparation). 
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Materials and Methods 
Transgenic mice generation 
Two transgenic (Tg) TCR mouse lines (TNP4 and TNP5) were generated as described [11]. 
The double Tg mouse lines were obtained after breeding TCR Tg mice (TNP4/B6 or 
TNP5/B6) with the TTR-NP/B6 mice (22), or with the RIP-NP mice (B6.Cg-Tg (Ins2-NP) 25-
3Olds/MhvJ, Jackson Laboratory, ME). All mice used for this study were bred in the animal 
facility and were kept under specific pathogen-free conditions. All animal experiments were 
performed according to national and institutional guidelines. Mice were used between 6-14 
weeks of age, unless otherwise indicated. 
Expression of transgenic TCR chains 
For TCR Vα chain transcripts quantification, total RNA was extracted from 3x106 peripheral 
(pool of axillary and inguinal) lymph node (LN) cells using the RNeasy Mini Kit (Qiagen, CA), 
then RT reaction was performed with the SuperScript® II Reverse Transcriptase (Invitrogen, 
NY) according to manufacturer’s instructions. A final 25-cycle PCR amplification step was 
carried out using specific primers for Vα chain and β-actin. Genomic DNA expression of the 
TCR α and β chains was assessed after 28-cycle PCR amplification of 50ng DNA extracted 
from mouse tails [11]. Housekeeping genes were insulin for Vα, and ICAM-1 [12] for Vβ PCR 
reactions. Specific primer sequences are listed in Supplemental Table 1. Quantification of 
cDNA or genomic DNA bands was performed using Gel Pro Analyzer 3.1 software (Media 
Cybernetics, MD). 
Flow cytometry  
Thymocytes, splenocytes, PBMC or peripheral LN cells (1x106) were prepared as described 
[11], then labeled with fluorescence-conjugated antibodies specific for TCR β chain, CD4, 
CD8, CD25, CD69, CD44 or CD122. All antibodies were purchased from eBioscience, except 
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the extravidin-PE (Sigma-Aldrich, MO). The H2-Db-NP396-404 tetramer was also used to 
stain NP-specific effector cells. Four-color flow cytometry was performed on a FACScalibur 
(BD Biosciences, CA), and data were analyzed using Cell Quest Pro software (BD 
Biosciences, CA). 
Transgenic CTL functionality 
Proliferation assays were performed on CFSE-stained splenocytes from Tg mice as 
described [11]. Cells were harvested after 48 or 72 h incubation at 37ºC and proliferation of 
CFSE-labelled CD8+ T cells was analyzed by FACS. The cell division index was calculated by 
subtracting the percentage of CFSEdim cells in the unstimulated wells from the CFSEdim 
percentage of the cells incubated with the NP peptide (10 µg/mL). 
For degranulation assays, 2,5x105 transgenic mouse splenocytes were seeded in 96-well 
plates and incubated for 4 h with 10 µg/mL of NP peptide and 0,2 μg of anti-CD107a Ab 
[Alexa Fluor 647-conjugated (eBioscience, CA)]. The anti-CD8 antibody was added in the last 
hour of incubation. Cells were harvested, washed twice with PBS and analyzed by FACS. 
For cytokine measurements, indicated mouse splenocytes (1x106 cells) were incubated with 
or without NP peptide. Supernatants were collected after 48 or 72 h incubation and stored at  
-20oC. They were used for IL-2 and IFN-  measurement with respective READY-SET-GO 
ELISA kits (eBioscience, CA).  
Statistical analysis 
Student t-test was used to determine the statistical significance of differences between 
groups, which was set at the 95% confidence level. P values ˂.05 were considered 
significant. 
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RESULTS 
TNP4 and TNP5 transgenic TCR mice share identical T cell repertoire 
TNP4 and TNP5 Tg TCR mouse lines originated from two different founders obtained after 
micro-injection of the same Vα and Vβ TCR chain transgenes [11]. The T cell repertoire of the 
two Tg mice was characterized by FACS. Both mouse lines showed identical proportions of 
CD4+, CD8+ and CD4+CD8+ thymocytes (Fig. 4.1a, left). Furthermore, NP-specific CD8+ T 
cell fraction estimated with the NP-tetramer was similar in each of the single positive and 
double positive thymocytes populations (Fig. 4.1a, right). Spleen, LN and peripheral blood of 
TNP4 and TNP5 mice displayed a similar fraction of NP-positive CD8+ T cells (Fig. 4.1b). 
Moreover, there was no difference between CD4+ and CD8+ T cell proportion in spleen and 
LN of TNP4 and TNP5 mice (Fig. 4.1c).  
Transgenic TCR on CD8+ T cells is overexpressed in TNP4 mice 
We observed a difference in the level of the Tg TCR chains expression. Indeed, Vα and Vβ 
chain transgenes were nearly 2-fold more abundant in TNP4 than TNP5 LN cells (Fig. 4.2a). 
Moreover, TNP4 LN cells showed a higher number of Tg Vα chain transcripts (about 1,5X) 
than those from TNP5 (Fig. 4.2b and Suppl. Fig. 4.1). The examination of TCR surface 
expression on spleen cells using an anti-TCRβ Ab revealed that TNP4 cells show increased 
mean fluorescence index (MFI) compared to TNP5 and wild-type (wt) cells (Fig. 4.2c). The 
protein expression of Tg TCR was confirmed by the MFI of the NP-tetramer positive cells, 
which was higher in TNP4 than TNP5 mice (Fig. 4.2d), indicating the bounding of a greater 
TCR number on the surface of the TNP4 CD8+ T cells. Altogether, these data suggest that 
the Tg TCR is overexpressed on the TNP4 CD8+ T cells, whereas it is expressed at level 
comparable to wt mice on the TNP5 CD8+ T cells. 
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NP-specific CD8+ T cells acquire effector properties upon priming 
In order to determine whether the overexpression of the Tg TCR on the TNP4 CD8+ T cells 
implies an enhanced functional capacity compared to TNP5, we studied splenocyte 
proliferation in response to the NP peptide. A higher CD8+ T cells division rate was observed 
for the TNP5 after 48 h (Fig. 4.3a), despite a similar division pattern in TNP4 and TNP5 mice 
(Fig. 4.3b). TNP5 splenocytes showed higher proliferation than TNP4 splenocytes when 
exposed to low concentrations of the NP peptide (Fig. 4.3c). In the degranulation assay, the 
surface expression of CD107a was similar in both Tg TCR mice (Fig. 4.3d). To assess the 
activation and effector capacity of Tg TCR mice, we measured the secretion of IL-2 and IFN-
γ after a 48 h exposure to the NP peptide. Both TNP4 and TNP5 spleen cells secreted similar 
levels of IL-2 and INF-γ (Fig. 4.3e).  
To better characterize the activation phenotype of the TNP4 and TNP5 mouse T cells, we 
measured surface expression of the early activation markers CD25 and CD69 in unstimulated 
and stimulated spleen cells following peptide exposition (Fig. 4.4a, b). Unstimulated cells did 
not express CD25 and CD69. However, after 18-20 h of contact with the NP peptide, CD25 
was upregulated in 30% of TNP4 and 50% of TNP5 CD8+ T cells; while CD69 was 
upregulated in 40% of TNP4 and 55% in TNP5 CD8+ T cells. The percentage of CD8+ T cells 
expressing CD25 and CD69 after stimulation was significantly higher in TNP5 than TNP4 
spleen cells (p<.001 and p=.039 respectively). We also measured expression of CD44 and 
CD122 in unstimulated and stimulated spleen cells. Both mouse CD8+ T cells expressed 
CD44 upon peptide stimulation, but no CD122 expression was induced (Fig. 4.4c, d). 
 
 
 
  
 
103
Selection of autoreactive CD8+ T cells differs in double transgenic mouse models  
We bred each TNP4 and TNP5 mice with the TTR-NP mouse, in which the autoantigen 
expression is restricted to the liver [13], to generate the double Tg mouse lines TNP4/TTR-NP 
(TNP4/TTR) and TNP5/TTR-NP (TNP5/TTR). We similarly mated the TNP4 and TNP5 mice 
with the RIP-NP mouse, expressing the autoantigen in pancreas and thymus [14, 15], to 
generate the double Tg mouse lines TNP4/RIP-NP (TNP4/RIP) and TNP5/RIP-NP 
(TNP5/RIP). We characterized NP-specific CD8+ T cells from all these double Tg mouse 
lines for repertoire formation, activation, effector capacities and phenotype.  
Analysis of the T cell repertoire revealed a severe deletion of the NP-specific single positive 
(SP) CD8+ T cells in the thymus of the TNP4/TTR mice, relative to the TNP5/TTR mice (Fig 
4.5a and Suppl. Fig. 4.2). In the spleen and LN, the proportion of NP-specific CD8+ T cells 
was significantly higher in TNP5/TTR than in TNP4/TTR mice. However, in the pancreas-and-
thymus expression model, the selection of T cell repertoire occurred in a different manner. 
Indeed, the thymus of TNP4/RIP mouse showed higher proportion of NP-specific CD8+ T 
cells than TNP5/RIP, and comparable fractions of NP-specific CD8+ T cells were found in 
spleen and LN (Fig. 4.5a). Proliferation was higher in TNP5/TTR CD8+ T cells compared to 
the TNP4/TTR mouse (Fig. 4.5b). The reduced number of NP-specific CD8+ T cells in spleen 
of TNP4/TTR mice displayed an impaired proliferation capacity after 72 h of contact with the 
NP peptide (Fig 4.5b and Suppl. Fig. 4.3) and did not upregulate the CD107a marker during 
the degranulation assay (Fig. 4.5c). Interestingly, the TNP4/TTR spleen cells proliferated as 
well as TNP5/TTR upon treatment with the non-specific mitogen ConA (Suppl. Fig. 4.2). 
Despite impaired proliferation and effector capacities, the TNP4/TTR spleen cells did secrete 
small amount of IL-2 after 48 h contact with the NP peptide, albeit at lower level than 
TNP5/TTR, paralleling proliferation results. Both TNP4/TTR and TNP5/TTR spleen cells 
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showed barely detectable IFN-γ level (Fig. 4.5d). In the pancreas-and-thymus expression 
model, TNP4/RIP spleen cells showed a moderate proliferation capacity and TNP5/RIP 
splenocytes proliferated vigorously to the NP peptide (Fig 4.5b). Despite equivalent number 
of NP-specific splenocytes in both TNP4/RIP and TNP5/RIP, the latter exhibited a greater 
expression of the CD107a marker during the degranulation assay (Fig. 4.5c).  Both 
TNP4/RIP and TNP5/RIP splenocytes secreted high levels of IL-2 and IFN-γ upon exposure 
to the NP peptide (Fig 4.5d).   
Autoreactive CD8+ T cells from double Tg mice upregulated activation markers 
To characterize the activation phenotype of NP-specific CD8+ T cells in each of the double 
Tg mouse lines, we measured surface expression of the activation markers CD25 and CD69, 
and the memory markers CD44 and CD122 in ex vivo, unstimulated and stimulated spleen 
cells. Unstimulated cells did not express CD25 nor CD69, but upregulated these markers 
upon brief stimulation with the NP peptide (Fig. 4.6a, b). Stimulated TNP5/TTR CD8+ T cells 
expressed high levels of CD25 and CD69, while TNP4/TTR did not increase CD25 and CD69 
expression. Both TNP4/RIP and TNP5/RIP showed moderate expression levels of these 
markers. In each of the double Tg mice, about 10-20% of ex vivo, unstimulated splenocytes 
expressed CD44 and CD122, and this proportion did not significantly increase upon brief 
stimulation with the NP peptide (Fig. 4.6c, d).  
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Discussion 
Most investigations on tolerance mainly focussed on: 1) the effect of the TCR avidity [16, 17], 
2) the role of APCs during Ag presentation [5, 18, 19], and 3) the thymic selection of T cells 
toward TRAs [20, 21]. We report here a system of double Tg mice that co-express a LCMV 
NP396-404 specific TCR and the corresponding NP as neo-autoantigen, either in the liver 
only or in the pancreas and thymus. Preliminary characterization of the two parental Tg TCR 
mouse lines TNP4 and TNP5 showed no difference in their T cell repertoire. The originating 
founders of both TCR Tg mouse lines TNP4 and TNP5 received identical transgenes 
constructions [11]. However, TNP4 T cells overexpressed Tg TCR while TNP5 expressed 
TCR at a level comparable to wt mice. In studies on the avidity of T cells expressing TCR of 
the same specificity, the level of expressed TCR often determined the avidity of the T cells 
[16, 19]. In these models, the low-avidity T cells poorly proliferated and showed impaired 
cytokine secretion upon peptide stimulation. Surprisingly, in our model, the lower TCR-
expressing TNP5 CD8+ T cells appeared to be more sensitive to lower peptide 
concentrations than the TNP4, indicating that TNP5 NP-specific T cells has indeed a greater 
functional avidity than TNP4. However, splenocytes derived from both mouse lines showed 
an identical division pattern, completing the same number of cell division rounds during 48 h. 
Both TNP4 and TNP5 mouse T cells exhibited a similar effector capacity and cytokine 
secretion upon peptide encounter. Consistent with the proliferation kinetics, the upregulation 
of the early activation markers CD69 and CD25 was observed in a greater proportion of 
activated TNP5 CD8+ T cells. Moreover, both TNP4 and TNP5 CD8+ T cells expressed the 
memory marker CD44, but not CD122. Altogether, these results suggest that both TNP4 and 
TNP5 naïve CD8+ T cells can activate, proliferate and adopt effector capacity upon Ag 
priming. 
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In the liver-restricted Ag model, the TTR promoter drives the NP expression in the liver, but 
not in thymus, spleen, kidneys or muscles [13]. TNP5/TTR NP-reactive T cells were not 
deleted in the thymus, but their proportion was reduced in the spleen and lymph node. 
Conversely, the TNP4/TTR autoreactive T cells were unexpectedly deleted in the thymus, 
suggesting that Ag presentation actually occurred, and hence were almost absent from the 
peripheral compartment. Evidence for thymic presentation of a TRA not expressed in the 
thymus has been reported in at least two models [22, 23]. These authors and others showed 
that one or more subset of tissue-derived DCs were able to migrate from periphery to the 
thymus, where they bring TRA for presentation [23-26]. It is generally accepted that high 
avidity CTL are deleted in the thymus and/or the periphery as they encounter their cognate 
peptide. Thus, expressing a lower avidity TCR is a mechanism by which autoreactive CTL 
can escape tolerance [17, 27]. In our liver-expression model, the higher avid NP-specific 
clone in TNP5/TTR mice survived to thymus selection, whereas the lower avid clone in 
TNP4/TTR mice did not. According to the classical avidity model of selection, autoreactive T 
cells that do not form durable or strong enough association with their pMHC are eliminated 
[28]. Alternatively, the 2-fold more numerous TCR number at the surface of TNP4/TTR T cells 
might require a number of costimulation molecules exceeding the actual availability to 
achieve full triggering. Of note, insufficient CD28 costimulation signal is known to induce 
clonal anergy [29-31]. The mechanism of Ag presentation and deletion of NP-specific clone in 
the TNP4/TTR mice thymus remains unknown and will require further investigations. 
In the liver-expression model, TNP4/TTR splenocytes secreted significantly lower levels of IL-
2 and IFN-γ than TNP5/TTR, and only TNP5/TTR spleen cells proliferated and showed 
effector capacities upon Ag encounter. However, TNP4/TTR CD8+ spleen cells were fully 
competent, because they proliferated similarly to TNP5/TTR after treatment with ConA. Thus, 
  
 
107
the impaired proliferation was not due to CD8+ malfunction as it affected only the NP-specific 
T cells. Upon TCR engagement, activated CD8+ T cells are known to express CD25 and 
CD122, respectively the α and β chains of the IL-2R, and to become highly sensitive to IL-2 
[32]. This seems not to be the case with TNP4/TTR T cells as they failed to enhance CD25 
and CD122 after NP peptide stimulation.  Altogether, these data suggest that, unlike 
TNP5/TTR CD8+ peripheral autoreactive T cells that become fully armed, NP-specific CD8+ 
T cells that escaped thymic deletion in TNP4/TTR mice show impaired functions resembling 
anergy.  
The selection of the autoreactive T cells clones in the thymus-and-pancreas Ag model was 
strikingly different. The RIP promoter drives the NP expression both in the pancreas and the 
thymus [15]. In our model, the extent of NP-specific T cell central deletion in TNP4/RIP and 
TNP5/RIP mice correlated with their respective functional avidity. Hence, the more avid T 
cells in TNP5/RIP mouse thymus have been more tolerized than in the TNP4/RIP. However, 
the proportion of autoreactive CD8+ T cells in the periphery of TNP4/RIP and TNP5/RIP were 
equivalent. Both TNP4/RIP and TNP5/RIP autoreactive CD8+ T cells proliferated similarly 
and gained equivalent effector functions. Moreover, they were able to allow spontaneous 
autoimmune diabetes development in adult male of both mouse lines (manuscript in 
preparation).  
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Conclusion 
We characterized two new double Tg mouse models each co-expressing an identical TCR 
along with the NP-LCMV autoantigen. The TCR overexpression in TNP4 mice resulted in a 
diminished overall avidity relative to the expression of the same TCR in the TNP5 T cells 
clone. In the double Tg mouse models, the fate of the autoreactive TNP4 T cell clone was 
greatly influenced by the Ag expression site. In the liver-expressed Ag model, despite the 
absence of NP expression, massive thymic deletion occurred in a yet unknown fashion, and 
the surviving T cells in periphery were hyporesponsive to Ag. The higher avid NP-specific 
clone in TNP5/TTR mice was not deleted in the thymus but was reduced to 3-5% of CD8+ T 
cells in the periphery, though retaining capacity to respond to the Ag. In the pancreas-and-
thymus Ag expression model, both the low and high avidity T cells clones were partially 
deleted in the thymus and subsisted in the periphery in a fully functional state. In conclusion, 
the new experimental system presented in this study is a valuable tool for better 
understanding the thymic tolerance mechanisms in a physiological context of thymocytes 
development. 
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Figure 4.1 Central and peripheral frequencies of NP-specific CD8+ T cells in TCR transgenic 
mice.  
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(A) Representative distribution of CD4+ single positive (SP), CD8+ SP and CD4+CD8+ double 
positive (DP) thymocytes in both TNP4 and TNP5 transgenic (Tg) mouse lines (left). Numbers 
represent percentage (%) of total thymocytes. Right quadrants show NP-tetramer reactive thymocytes 
gated on CD4+CD8+ DP and CD8+ SP thymocytes. Numbers refer to percentage of gated cells. (B) 
Representative frequencies of NP-tetramer specific CD8+ T cells in spleen, lymph nodes (LN), and 
peripheral blood from TNP4 and TNP5 mice (gated on CD8+ cells). (C) Frequencies of CD4+ and 
CD8+ T cells in spleen (Spl) and LN of TNP4 and TNP5 mice (gated on total lymphocytes) (mean ± 
SD, n=6-8 mice per group).  
  
 
113
 
Figure 4.2 Expression of transgenic TCR in TNP4 and TNP5 mice.  
(A) Genomic quantification of Vα (left) and Vβ (right) chains transgenes (mean ± SD, n=10 mice per 
group). (B) Vα8 transcripts were amplified by RT-PCR and quantified by densitometry relative to the 
β-actin gene. Result for each TNP4/TNP5 pair comparison was expressed as a ratio (mean ± SD of 5 
independent pair comparisons, n=10 mice per group). (C) TCR expression on TNP4 and TNP5 T cells. 
Spleen cells were stained with an anti-TCRβ Ab. The MFI was measured by FACS. wt : wild type 
mouse. (mean ± SD, n=4 mice per group). (D) H2-Db-NP396-404 tetramer binding by TNP4 and 
TNP5 splenocytes. 1X106 cells were stained with the indicated dilutions of tetramer and analyzed by 
FACS. Results are expressed as mean fluorescence intensity (MFI) in function of tetramer dilutions 
(mean ± SD, n=4 mice per group). * p< .05 and ** p< .001  
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Figure 4.3 Functional capacities of Tg TCR CD8+ T cells.  
(A) Proliferation assay of TNP4 and TNP5 CFSE-labelled splenocytes stimulated with NP peptide 
during 48 h. Gated on CD8+ T cells (mean ± SD, n=5-7). (B) Typical division pattern of TNP4 and 
TNP5 NP-specific CD8+ T cells after 48 h incubation with the NP peptide. Numbers represent 
percentage of cells that underwent division. (C) Avidity of TNP4 and TNP5 NP-specific CD8+ T cells. 
CFSE-marked spleen cells were incubated with indicated dilutions of the NP peptide for 48 h. Gated on 
CD8+ T cells (mean ± SD, n=4 mice per group). (D) Effector capacity of Tg TCR spleen cells. 
Upregulation of CD107a on CD8+ T cells during 4 h incubation with the NP peptide (n=5 per group). 
(E) Cytokine production in TNP4 and TNP5 mice. IL-2 and IFN-γ production was quantified in the 
supernatant of CD8+ T cells stimulated with the NP peptide for 48 h (mean ± SD, n=5-7 mice per 
group). * p< .05   
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Figure 4.4 Phenotype of TCR transgenic mice CD8+ T cells.  
Upregulation of early activation markers CD25 (A) and CD69 (B) and memory markers CD44 (C) and 
CD122 (D) was analyzed in unstimulated and stimulated CD8+ T cells from TNP4 and TNP5 mice 
(mean ± SD, n=4-6 mice group). The parental RIP-NP mouse (non-Tg TCR) was used as control. ns: 
no stimulation; stim: stimulated. (mean ± SD, n=3-4 mice per group). * p< .05 and ** p< .001  
** *
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Figure 4.5 Functional properties of double transgenic mouse CD8+ T cells.  
(A) Frequency of NP-specific CD8+ T cells, in thymus (gated on CD8+ SP), spleen and lymph nodes 
(LN) of each of the double Tg mouse lines (mean ± SD, n=5-12 mice per group). (B) Proliferation 
assay of CD8+ T spleen cells from double Tg mouse lines upon stimulation with NP peptide (mean ± 
SD, n=4-8 mice per group). (C) Upregulation of CD107a on double Tg mouse CD8+ T cells, upon 
incubation with the NP peptide for 4 h (mean ± SD, n=4-6 per group). (D) Cytokine production of 
double Tg mouse spleen cells incubated with the NP peptide during 48 h IL-2 (left) and IFN-γ (right) 
(n=5-7 mice per group). * p< .05 and ** p< .001   
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Figure 4.6 Phenotype of double transgenic mouse CD8+ T cells.  
For each of the double Tg mouse line, upregulation of early activation markers CD25 (A) and CD69 
(B), and memory markers CD44 (C) and CD122 (D) was analyzed in unstimulated or stimulated CD8+ 
T cells (mean ± SD, n=4-6 mice per group). ns: no stimulation; stim: stimulated. 
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Supplemental Figure 4.1 Representative Vα chain transcripts quantification.  
Total RNA extracted from TNP4 and TNP5 mice LN was processed with reverse transcriptase (RT) 
then PCR amplification. Bands intensity was quantified relative to the β-actin gene. 
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Supplemental Figure 4.2 Central T cell tolerance in TNP4/TTR and TNP5/TTR mice.  
(A) Frequencies of double positive (DP) CD4+CD8+ and single positive (SP) CD4+ and CD8+ T cells 
in TNP4/TTR and TNP5/TTR. Gated on total lymphocytes (mean ± SD, n=4-6 per group). (B) 
Frequencies of NP-specific (Tet+) T cells in thymus of TNP4/TTR and TNP5/TTR mice. Gated on 
CD4+CD8+ DP or CD8+ SP thymocytes, as indicated (mean ± SD, n=4-6 mice per group). *p< .05 
and **p< .001 
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Supplemental Figure 4.3 Typical proliferation pattern of TNP4/TTR and TNP5/TTR.  
CFSE-labelled spleen cells were incubated during 72 h with NP peptide (bold line). Unstimulated cells 
(shade) and ConA-treated cells (dotted line) were used as controls. The table below shows the mean 
TNP4/TTR and TNP5/TTR mice CD8+ T cells division index (CDI) after NP peptide and ConA 
treatment.  
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Supplemental Table 4.I Specific primer sequences used for gene amplification by RT-PCR 
and PCR 
Gene Target Primer sequences 
Product length 
(bp) 
Vα8 chain cDNA Fwd: TGGCGTTGGTCTCTTTGAAG 
Rev: CTGTGATGCTGAACTGCACC 
547 
β-actin cDNA Fwd: GTTTGAGACCTTCAACACC 
Rev: CTCTTTGATGTCACGCACG 
273 
Vα8 chain DNA Fwd: GAGGGACTTACTTGCATAAAC 
Rev: CTGTGATGCTGAACTGCACC 
304 
Vβ12 chain DNA Fwd: GCAAGTCTCTTATGGAAGATGG 
Rev: TCCGCGGCAACTTACCGAGAACAGT 
200 
Insulin DNA Fwd: ATGGCCCTGTTGGTGCACTT 
Rev: TCCCAGCTCCAGTTGTTCCA 
207 
 
  
Chapitre 5 Discussion générale 
1 Évaluation des manifestations pathophysiologiques dans chacun 
des modèles murins 
L’objectif premier du développement d’un modèle animal est de reproduire le plus 
fidèlement possible une maladie telle qu’observée chez l’homme. La plupart des MAI 
spécifiques d’organe, dont l’HAI et le DAI, se caractérisent par une réponse inflammatoire de 
type Th1 (Liblau, Singer et al. 1995; Nicholson and Kuchroo 1996; Lafaille 1998; Dardalhon, 
Korn et al. 2008). L’environnement de cytokines dominé par l’IL-2 et l’IFN-γ favorise 
l’activation des lymphocytes T CD8+ effecteurs qui participent activement à la destruction des 
tissus de l’organe-cible (Nicholson and Kuchroo 1996; Lafaille 1998). Pour chacune des deux 
MAI abordées dans le présent projet, l’HAI et le DAI, le rôle des lymphocytes T CD8+ dans 
les modèles animaux existants est d’abord discuté. Les particularités pathophysiologiques de 
chacun de nos modèles de souris double Tg sont ensuite comparés aux modèles animaux 
disponibles actuellement.  
1.1 Le modèle d’hépatite autoimmune 
L’examen des infiltrats de patients atteints d’HAI a révélé la présence de plusieurs 
types cellulaires dont les rôles dans le déclenchement et le développement de l’HAI ne sont 
pas encore bien définis: macrophages, plasmocytes, LB, LT αβ (CD4+ et CD8+) et LT 
γδ (Eggink, Houthoff et al. 1982; Senaldi, Portmann et al. 1992; Martins, Graham et al. 1996; 
Longhi, Ma et al. 2010). Les LT CD4+ ont été les premiers a être incriminés dans le 
développement de l’HAI à cause de leur présence importante dans les infiltrats hépatiques des 
patients atteints d’HAI (Ichiki, Aoki et al. 2005). De plus, des gènes de prédisposition associés 
au CMH de classe II ont été identifiés (Djilali-Saiah, Renous et al. 2004). Plusieurs 
observations suggèrent aussi une implication des lymphocytes T CD8+ dans la destruction des 
tissus. Chez les patients souffrant d’une forme aigue d’HAI, les lymphocytes T CD8+ 
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possédant un phénotype très activé sont plus nombreux que chez des sujets sains (Senaldi, 
Portmann et al. 1992), et leur niveau diminue avec un traitement suppresseur de façon 
parallèle au niveau d’ALT (Suzuki, Kobayashi et al. 2004). L’identification de clones de 
cellules T CD8+ possédant des capacités lytiques, spontanées ou spécifiques à un Ag, a 
renforcé l’hypothèse de l’implication des lymphocytes T CD8+ dans le dommage hépatique 
(Lohr, Manns et al. 1991; Longhi, Hussain et al. 2007). Nous avons donc créé un nouveau 
modèle murin qui permettrait de répondre à la question : est-ce que les CD8+ spécifiques à 
une protéine du néo-soi exprimée dans le foie peuvent briser la tolérance du foie et provoquer 
une HAI? 
Contrairement au DAI, il n’existe pas de modèle animal spontané pour l’HAI. Le 
développement d’un nouveau modèle d’HAI visait à pallier au manque de modèle animal 
reflétant les caractéristiques complexes de cette maladie chronique et spontanée chez 
l’homme. Les premières tentatives d’établissement d’un modèle animal pour l’HAI ont eu lieu 
il y a une trentaine d’années, et malgré de multiples efforts, un modèle murin idéal n’est pas 
encore disponible. Plusieurs modèles de souris Tg exprimant un auto-Ag (protéine virale ou 
Ag humain) dans le foie ont difficilement réussi à induire une réponse autoimmune après 
infection ou stimulation avec l’Ag en question (Voehringer, Blaser et al. 2000; Holdener, 
Hintermann et al. 2008), ou grâce à un protocole d’injection complexe combinant un plasmide 
ou peptide avec un autre élément stimulant la réponse immune (motif CpG, poly-I:C, IL-12) 
(Lapierre, Djilali-Saiah et al. 2004; Lang, Georgiev et al. 2006). Le transfert de cellules Des-
TCR (TCR spécifique à H-2Kb) chez des souris exprimant H-2Kb dans le foie (Met-Kb) se 
compare à une arrivée massive de lymphocytes T qui sont éliminés peu après leur activation 
dans le foie (Bertolino, Trescol-Biemont et al. 1998; Bertolino, Bowen et al. 2001). Par contre, 
le transfert répété (3 injections) de cellules OT-I et OT-II (TCRs spécifiques à l’ovalbumine 
OVA) chez des souris exprimant OVA dans les hépatocytes (OVA-HEP) provoque une 
hépatite qui persiste durant quelques mois avant de s’atténuer (Buxbaum, Qian et al. 2008). Il 
semble donc qu’un apport de lymphocytes T spécifiques s’étirant sur une certaine période de 
temps soit requis pour pouvoir induire une réponse autoimmune dans le foie. Le modèle 
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présenté dans ce projet développe spontanément une HAI attribuable seulement à l’intégration 
des deux transgènes (TCR et NP) dans la lignée germinale des souris. L’intégration de la NP 
dans la lignée germinale fait en sorte que cette protéine d’origine virale est reconnue comme 
faisant partie du soi et sélectionne continuellement de nouveaux lymphocytes spécifiques. 
L’arrivée constante de lymphocytes T CD8+ spécifiques à la NP en provenance du thymus 
finit par entraîner un bris de tolérance en conditions non-inflammatoires.  
Un problème majeur lors du développement d’un modèle de souris Tg est l’utilisation 
d’un promoteur spécifique à un tissu qui entraîne aussi une faible expression ectopique de 
l’Ag dans le thymus, ce qui provoque la délétion centrale des lymphocytes CD8+ Tg 
spécifiques avant qu’ils ne puissent rencontrer l’Ag correspondant en périphérie (Voehringer, 
Blaser et al. 2000; Hardtke-Wolenski and Jaeckel 2010). La souris TTR-NP utilisée pour créer 
notre modèle se caractérise par l’expression spécifique de l’Ag NP dans les hépatocytes sous 
le contrôle du promoteur de la transthyrétine (TTR), sans expression thymique (Djilali-Saiah, 
Lapierre et al. 2002). Le modèle qui se rapproche le plus du nôtre et aussi le plus récent a 
permis d’induire une HAI chronique spontanée chez des souris mâles double Tg exprimant 
l’hémagglutinine de l’influenza (HA) dans les hépatocytes, sous le contrôle d’une région 
régulatrice du promoteur de l’albumine (Alb) et d’éléments amplificateurs (enhancer) de l’α-
fetoprotéine (Zierden, Kuhnen et al. 2010). Tout comme dans notre modèle, l’auto-Ag n’est 
pas détectable dans le thymus. Ainsi, il semble que la survie des lymphocytes Tg soit possible 
à condition que l’Ag ne soit pas exprimé dans le thymus. Par contre, la présence accrue de 
cellules Tregs prévient le développement de dommages importants et les lymphocytes isolés 
du foie ont un phénotype anergique dans ce modèle. Notre modèle d’HAI se caractérise par 
une moins grande tolérance des lymphocytes Tg dans le foie, qui conservent un phénotype 
activé et peuvent provoquer une hépatite chronique. De plus, nous avons prouvé la présence 
d’autoanticorps spécifiques, ce qui n’a pas été mentionné pour le modèle de Zierden (Zierden, 
Kuhnen et al. 2010). Le modèle que nous avons développé semble représenter fidèlement 
certaines des caractéristiques de la maladie humaine, car les lymphocytes activés s’accumulent 
dans le foie, où ils provoquent une insulte (destruction) tissulaire menant au développement 
  
 
125
d’une HAI spontanée chronique chez les deux sexes, avec production d’autoanticorps 
spécifiques. Par contre, le niveau des ALT et le dommage hépatique demeure modéré 
comparativement aux patients souffrant d’HAI et se compare sur ce point au modèle de 
Zierden (Zierden, Kuhnen et al. 2010). 
Nous avons utilisé deux lignées de souris TCR Tg (TNP4 et TNP5) pour les 
croisements avec la souris TTR-NP. Nous avons ainsi obtenu deux lignées de souris double Tg 
co-exprimant chacune un TCR Tg composé de chaînes α et β identiques et l’auto-Ag NP 
spécifiquement dans les hépatocytes, nommées TNP4/TTR et TNP5/TTR. Nous avons été 
surpris de constater que seules les souris de la lignée TNP5/TTR développaient des signes de 
maladie. Les ALT des mâles et des femelles TNP5/TTR s’élevaient à partir de l’âge de 12 
semaines, ce qui correspondait avec l’infiltration lymphocytaire sur les coupes histologiques 
de foie. De plus, des autoanticorps dirigés contre l’autoantigène NP étaient détectables chez 
les souris dès l’âge de 6 semaines. L’apparition des autoanticorps précède souvent de plusieurs 
années les dommages tissulaires chez les patients atteints de maladies autoimmunes telles que 
le lupus (Arbuckle, McClain et al. 2003; Eriksson, Kokkonen et al. 2011), l’arthrite 
rhumatoïde (Nielen, van Schaardenburg et al. 2004) et d’autres désordres autoimmuns 
(Bertrand, Vigeant et al. 1994; LaGasse, Brantley et al. 2002; Scofield 2004; Jonsson, 
Theander et al. 2013). Ainsi, une HAI modérée spontanée s’est développée chez les souris 
mâles et femelles de la lignée TNP5/TTR, sans développement d’une insuffisance hépatique, 
durant la durée de l’étude. Au contraire, chez les souris TNP4/TTR, aucun signe clinique 
(élévation des ALT, développement d’autoanticorps, infiltration lymphocytaire) n’a été 
observé et les souris ont conservé un phénotype normal tout au long de l’étude. Suite à ce 
résultat inattendu et en caractérisant davantage les propriétés intrinsèques des lymphocytes 
spécifiques à la NP chez les souris simple Tg TNP4 et TNP5, nous avons noté une différence 
d’expression du transgène (TCR) entre les deux lignées qui pourrait expliquer la différence de 
manifestations pathophysiologiques observées entre les deux lignées de souris double Tg 
TNP4/TTR et TNP5/TTR. Les résultats détaillés sont présentés plus loin, dans la section 2.1.  
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1.2 Le modèle de diabète autoimmun 
Dans le DAI, la destruction des cellules β pancréatiques résulte de l’action de LT 
CD4+ et CD8+ autoréactifs agressifs, comme en témoigne leur présence au sein des infiltrats 
insulaires observés chez la souris NOD et chez les patients diabétiques (Wang, Hao et al. 
1987; Itoh, Hanafusa et al. 1993; Atkinson and Maclaren 1994). Le rôle des LT CD4+ dans le 
processus diabétique chez la souris NOD est souligné par l’allèle de susceptibilité I-Ag7, 
associé au CMH II. Par contre, ce même allèle est aussi présent chez d’autres lignées de souris 
qui ne développent aucun diabète, indiquant l’importance du fond génétique et l’implication 
de gènes non associés au CMH dans la progression de la maladie (Roep, Atkinson et al. 2004). 
Un autre argument en faveur du rôle initiateur des LT CD4+ a été apporté par le transfert 
adoptif de ces LT CD4+ provenant de souris NOD qui ont entraîné le diabète chez des hôtes 
immunodéficients (Boitard, Yasunami et al. 1989; Haskins and McDuffie 1990). D’autre part, 
le transfert de LT CD8+ de jeunes souris NOD, en l’absence de LT CD4+, suffit à induire le 
diabète chez des femelles NOD irradiées (Wong, Visintin et al. 1996). De plus, des souris 
NOD invalidés pour le CMH de classe I ne développent pas de diabète (Serreze, Leiter et al. 
1994). Enfin, tout comme chez l’homme diabétique, les LT CD8+ des souris NOD 
reconnaissent des peptides dérivés de l’insuline (Wong, Karttunen et al. 1999; Skowera, Ellis 
et al. 2008).  
La souris NOD qui développe un DAI spontané a été abondamment étudiée parce 
qu’elle présente plusieurs caractéristiques semblables au diabète de type 1 humain (Wang, 
Hao et al. 1987; Castano and Eisenbarth 1990). Chez la souris NOD, comme chez les humains 
diabétiques, la région du CMH est déterminante pour la susceptibilité au diabète (Nepom and 
Erlich 1991; Demaine, Hibberd et al. 1995; Pomerleau, Bagley et al. 2005; Ettinger, 
Papadopoulos et al. 2006; Nejentsev, Howson et al. 2007; van der Slik, van den Eng et al. 
2007). Cependant, une combinaison particulière de gènes défectueux et de prédisposition fait 
en sorte que la souris NOD présente des défauts majeurs dans les mécanismes de tolérance 
centrale et périphérique, ce qui en fait un modèle d’autoimmunité systémique et non 
spécifique au pancréas (Verdaguer, Amrani et al. 1999; Lesage, Hartley et al. 2002; 
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Stratmann, Martin-Orozco et al. 2003; Liston, Lesage et al. 2004; Anderson and Bluestone 
2005; DiLorenzo and Serreze 2005; Serreze, Choisy-Rossi et al. 2008). Ce modèle a été 
malgré tout très utile pour étudier le rôle de différents gènes ou types cellulaires dans la 
réponse autoimmune dirigée contre les îlots de Langerhans pancréatiques. En dépit de son 
utilisation largement répandue, la souris NOD demeure avant tout une lignée consanguine 
représentative d’une infime partie de la population possédant une combinaison particulière de 
gènes de prédisposition. Ainsi, les conclusions tirées des nombreuses études sur le 
développement du DAI chez la souris NOD ne sont pas nécessairement applicables à l’échelle 
d’une population humaine génétiquement hétérogène (Roep, Atkinson et al. 2004). Il est donc 
nécessaire de développer d’autres modèles de DAI sur des fonds génétiques variés afin de 
mieux comprendre les mécanismes généraux qui conduisent au développement du DAI dans la 
population. 
Bien qu’à ce jour plusieurs modèles murins Tg de DAI aient été développés sur un 
fond non-NOD, des résultats variables ou contradictoires ont été obtenus. En effet, les souris 
exprimant la protéine HA de l’influenza sous un promoteur de l’insuline (RIP-HA ou Ins-HA) 
développent rapidement un DAI lors du transfert adoptif d’un clone T CD8+ spécifique (CL4), 
ou par croisement avec des souris exprimant ce clone. Par contre, le seul transfert de cellules T 
CD8+ OT-I (TCR spécifique à OVA) échoue à induire le diabète chez des souris exprimant 
l’ovalbumine dans les cellules β du pancréas (RIP-mOVA), sauf si des cellules CD4+ OT-II 
(TCR spécifiques à OVA) sont aussi co-transférées (Kurts, Carbone et al. 1997). La même 
équipe a montré que les OT-I naïfs s’activent, puis sont rapidement éliminés lors de leur 
première rencontre avec l’Ag OVA (Kurts, Kosaka et al. 1997). D’autre part, les modèles 
exprimant une protéine du LCMV sous le promoteur RIP (RIP-GP ou RIP-NP) ne développent 
pas spontanément le diabète, sauf s’ils sont infectés par le virus LCMV (Ohashi, Oehen et al. 
1991; Oldstone, Nerenberg et al. 1991; von Herrath, Dockter et al. 1994). Le choix de la souris 
RIP-NP pour créer notre nouveau modèle de DAI s’explique par le fait qu’elle exprime le 
même auto-Ag NP que le modèle d’HAI, mais dans les cellules β du pancréas et le thymus 
(von Herrath, Dockter et al. 1994). Ainsi, en la croisant avec les mêmes souris TCR Tg que 
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nous avons créées, nous pouvons directement suivre le développement d’un lymphocyte avec 
un TCR constant en fonction du site d’expression antigénique, dans le thymus ou restreint au 
foie, et le comparer dans les deux modèles.  
Dans notre modèle de DAI, seulement les mâles des lignées de souris double Tg 
TNP4/RIP et TNP5/RIP, ont développé spontanément la maladie. Toutes lignées confondues, 
environ 25% des mâles ont développé une hyperglycémie entre l’âge de 12 et 20 semaines, 
accompagnée d’une insulite dans les îlots de Langerhans du pancréas. Le taux de glucose 
sanguin des femelles des deux lignées est demeuré normal et aucune infiltration des îlots 
pancréatiques n’a été détectée chez celles-ci. Ces résultats contrastent avec la majorité des 
maladies autoimmunes humaines, ainsi qu’avec le modèle murin de DAI le plus utilisé, la 
souris NOD, dont la prévalence est clairement féminine (Fairweather, Frisancho-Kiss et al. 
2008; Quintero, Amador-Patarroyo et al. 2012). La prévalence masculine dans notre modèle 
pourrait suggérer un effet hormonal ou le rôle des chromosomes sexuels. Nous n’avons pas 
investigué le rôle des hormones dans le cadre du présent projet.  
Plusieurs gènes impliqués dans les fonctions immunitaires sont situés sur le 
chromosome X. Par exemple, des gènes uniques codant pour la protéine Foxp3 (FOXP3) 
(Bennett, Christie et al. 2001), pour le ligand du CD40 (CD40L) (Levy, Espanol-Boren et al. 
1997; Gulino and Notarangelo 2003), pour la tyrosine kinase de Bruton (BTK) (Khan 2001), 
pour la chaîne gamma du récepteur de l’IL-2 (IL2RG) (Puck, Deschenes et al. 1993; 
Notarangelo, Giliani et al. 2000) et pour la protéine WASP (WAS) nécessaire au bon 
fonctionnement du cytosquelette d’actine des cellules hématopoïétiques (Derry, Ochs et al. 
1994; Schurman and Candotti 2003), sont tous situés sur le chromosome X. Un mauvais 
fonctionnement de ces gènes est à l’origine de différents désordres d’immunodéficience 
primaire dont la prévalence est presque exclusivement masculine (Bianchi, Lleo et al. 2012). 
D’autre part, un effet de dose dû à un nombre anormal de chromosomes X, par exemple 
45,XO (monosomie) ou 47,XXY (syndrome de Klinefelter), pourrait aussi expliquer la 
différence de susceptibilité entre les mâles et les femelles (Fish 2008; Sawalha, Harley et al. 
2009). Le lieu d’intégration des transgènes n’est pas connu dans notre modèle de DAI, mais 
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pourrait être responsable d’une régulation différente de certains gènes importants chez les 
mâles et les femelles. Par contre, pour le diabète de type 1 humain, l’incidence ne montre pas 
de différence entre les sexes (Roep, Atkinson et al. 2004; Fairweather, Frisancho-Kiss et al. 
2008; Quintero, Amador-Patarroyo et al. 2012). Malgré une prévalence féminine dans la 
plupart des maladies autoimmunes, les manifestations de ces maladies chez les hommes, ont 
tendance à apparaître plus tard et à présenter des complications plus sévères (Nussinovitch and 
Shoenfeld 2012; Quintero, Amador-Patarroyo et al. 2012). Ceci correspond bien à notre 
modèle de DAI, car les mâles qui développent un diabète à l’âge adulte présentaient une 
hyperglycémie très sévère accompagnée d’une détérioration rapide de leur état de santé 
(polyurie, perte de poids).  
Parmi les modèles de souris double Tg existants, les souris résultant du croisement 
entre la souris Ins-HA (exprimant la HA de l’influenza sous le promoteur de l’insuline) avec la 
souris CL4 (TCR spécifique à la HA) développent un diabète dans les premiers jours de vie et 
meurent en 10-12 jours (Morgan, Liblau et al. 1996). Par contre, les souris Tg qui expriment 
une protéine du LCMV sous le promoteur de l’insuline du rat RIP (RIP-GP, RIP-NP), incluant 
le résultat du croisement de la souris RIP-GP (exprimant la GP du LCMV sous le promoteur 
RIP) avec la souris P14 (TCR spécifique à la GP), ne développent pas de diabète sans 
stimulation virale additionnelle. Notre modèle obtenu par croisement d’une souris RIP-NP 
avec une souris TNP4 ou TNP5 se situe entre ces deux extrêmes. En effet, les souris mâles 
TNP4/RIP et TNP5/RIP développent spontanément un diabète à l’âge adulte. 
Avec nos nouveaux modèles de souris double Tg, nous sommes bien outillés pour 
étudier l’effet d’une modulation du niveau du TCR influençant l’avidité fonctionnelle des 
CD8+, dans un contexte d’Ag restreint à un organe périphérique (foie) ou lorsque l’Ag est 
exprimé simultanément dans le thymus et dans le pancréas. La caractérisation du répertoire 
dans chacune des lignées de souris Tg, l’acquisition de propriétés fonctionnelles effectrices et 
la caractérisation phénotypique des lymphocytes T CD8+ autoréactifs menant (ou non) au 
développement d’une réponse auto-immune est abordée dans la prochaine section. 
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2 Sélection du répertoire des lignées de souris transgéniques 
La présentation antigénique en vue de la sélection du répertoire lymphocytaire a lieu 
dans le thymus lors du développement des thymocytes. Le sort de chaque clone de LT 
autoréactif est déterminé par son degré d’avidité : si elle est trop élevée il y a risque 
d’autoimmunité, donc le clone est éliminé. Un mécanisme semblable existe en périphérie pour 
éliminer les LT autoréactifs qui ont réussi à s’échapper du thymus. 
2.1 L’avidité fonctionnelle des lymphocytes T ne correspond pas au niveau 
d’expression du TCR 
L’avidité d’un clone de LT est souvent associée au niveau d’expression du TCR 
(Hofmann, Radsak et al. 2004; Lyman, Nugent et al. 2005). D’autres études ont défini 
l’avidité d’un clone par sa sensibilité, i.e. la quantité de peptide nécessaire pour activer un 
lymphocyte T (Kroger and Alexander-Miller 2007; Kroger and Alexander-Miller 2007). 
Suivant cette logique, les LT transgéniques de la souris TNP4 ayant une densité de TCR plus 
élevée à la surface devraient montrer une avidité plus élevée que ceux de la souris TNP5. Or, 
en présence de doses décroissantes du peptide NP396 ce sont les LT CD8+ de TNP5 qui 
prolifèrent plus rapidement que ceux de la TNP4. Le terme avidité fonctionnelle se définit 
comme la résultante de l’ensemble des forces présentes lors de la liaison entre le lymphocyte 
et la cellule présentatrice d’antigène, y compris les corécepteurs et les molécules de 
costimulation (Vigano, Utzschneider et al. 2012). Il réfère à la sensibilité d’un clone de 
lymphocyte, c’est-à-dire à la quantité de peptide nécessaire pour son activation, et serait le 
concept le plus approprié pour prédire le comportement d’un clone de LT. Ainsi, un clone 
répondant à une quantité plus faible de peptide possède une avidité fonctionnelle plus élevé 
qu’un autre qui réagit à une concentration plus élevée de peptide (Vigano, Utzschneider et al. 
2012). Selon cette définition, l’avidité fonctionnelle des LT spécifiques à la NP chez la lignée 
TNP5 serait plus grande que chez la lignée TNP4. La différence de prolifération est bien 
visible après 48 heures de contact avec le peptide NP396 car une plus grande proportion de LT 
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CD8+ a déjà effectué plusieurs cycles de division. Par contre, cette différence n’est plus 
visible après 72 heures de stimulation car la proportion de lymphocytes en division chez les 
souris TNP4 est similaire à celle des TNP5. Par ailleurs, les lignées de souris TNP4 et TNP5 
exprimant des chaînes de TCR α et β identiques, possèdent un répertoire de LT semblable, 
tant dans le thymus que dans les organes lymphoïdes périphériques. Ceci indique que les 
différences constatées entre ces deux lignées de souris TCR Tg sont reliées aux fonctions 
intrinsèques des LT et non à la proportion des LT CD8+ Tg. Cependant, nous avons découvert 
que les cellules de la rate et des ganglions des souris TNP4 ont environ deux fois plus d’ADN 
transgénique (TCR), et produisent deux fois plus de transcrits des transgènes, correspondant à 
environ deux fois plus de molécules de TCR à la surface que ceux des souris TNP5. En 
parallèle, nous avons trouvé que le niveau d’expression du TCR chez la souris TNP5 est 
comparable à celui d’une souris de type sauvage, tandis que chez la souris TNP4 le TCR est 
surexprimé. Ainsi, ces résultats suggèrent que la différence d’avidité fonctionnelle observée 
entre les deux lignées de souris TCR Tg serait modulée par la quantité de transgène intégré, 
entraînant les différences intrinsèques chez les deux clones de lymphocytes T CD8+. 
La différence d’avidité fonctionnelle entre les souris TNP4 et TNP5 pourrait entraîner 
des différences de phénotype ou d’acquisition des propriétés effectrices des LT CD8+ 
spécifiques à la NP. À cet effet, l’évaluation du profil de sécrétion des cytokines (l’IL-2 qui 
confirme l’état d’activation et l’IFN-γ qui indique l’acquisition d’une fonction effectrice) et la 
capacité lytique dans un test de dégranulation, n’ont montré aucune différence significative 
entre les souris TNP4 et TNP5. Lors d’un premier contact avec le peptide (priming), une plus 
grande proportion de LT CD8+ de TNP5 exprime les marqueurs d’activation CD25 et CD69. 
Malgré quelques différences dans la cinétique d’activation des lymphocytes Tg naïfs des 
souris TNP4 et TNP5, l’ensemble des résultats suggère qu’ils peuvent acquérir tous deux des 
propriétés effectrices. Ainsi, la différence d’avidité fonctionnelle entre les clones de LT CD8+ 
des souris TNP4 et TNP5 semble avoir un impact surtout lors de l’activation des lymphocytes 
naïfs. Nous allons maintenant voir comment se comportent chacun d’eux en présence de l’Ag 
exprimé seulement dans le foie, ou face à ce même Ag exprimé dans le thymus, en suivant 
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leur sélection et leur développement dans chacun des modèles d’HAI et de DAI, 
respectivement. 
2.2 La surexpression du TCR entraîne la délétion thymique d’un clone de 
lymphocyte T spécifique à un antigène hépatique 
L’étude de la tolérance des LT autoréactifs dans les lignées TNP4/TTR et TNP5/TTR a 
permis de déterminer l’effet de la différence d’avidité fonctionnelle entre les LT CD8+ 
spécifiques à la NP chez ces deux lignées. La plupart des antigènes tissulaires restreints, 
incluant ceux utilisés dans les modèles animaux et ceux impliqués dans les maladies 
humaines, sont exprimés par les cellules épithéliales médullaires du thymus (mTECs) 
(Derbinski, Schulte et al. 2001; Gotter, Brors et al. 2004). Plusieurs études sur la tolérance des 
LT envers un antigène tissulaire restreint ont mis à profit des modèles conçus avec le 
promoteur de l’insuline du rat RIP (RIP-mOVA, RIP-NP) qui permet aussi une expression 
dans le thymus et entraîne la délétion des clones auto-agressifs avant qu’ils ne rencontrent leur 
Ag correspondant en périphérie (von Herrath, Dockter et al. 1994; Kurts, Kosaka et al. 1997). 
La particularité de notre modèle d’HAI réside dans l’absence d’expression de l’antigène NP 
dans le thymus (Djilali-Saiah, Lapierre et al. 2002). Aussi, il est surprenant de constater la 
délétion quasi-totale des LT spécifiques à la NP dans le thymus de la lignée TNP4/TTR, ce qui 
suggère qu’il y a effectivement eu présentation antigénique. La présentation d’un Ag tissulaire 
restreint, non exprimé dans le thymus, a déjà été décrite par l’entremise de populations de 
cellules dendritiques migrantes capables d’induire l’activation de cellules NKT ou de Tregs 
dans le thymus (Wang, Goldschneider et al. 1997; Donskoy and Goldschneider 2003; 
Goldschneider and Cone 2003). Plus récemment, le rôle d’une population de cellules 
dendritiques immatures a été montré de façon directe dans la délétion thymique de cellules 
OT-II, dans un modèle où la forme membranaire de l’ovalbumine (mOVA) était exprimée 
spécifiquement dans les myocytes cardiaques (Bonasio, Scimone et al. 2006). Cependant, la 
nature exacte de ces cellules dendritiques migrantes, et leur rôle éventuel chez les souris 
TNP4/TTR reste à déterminer.  
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Étant donné l’avidité fonctionnelle plus élevée des lymphocytes Tg chez la souris 
TNP5, nous nous attendions à une délétion plus importante des LT CD8+ spécifiques à la NP 
chez la souris double Tg TNP5/TTR. Or, ceux-ci ne semblent pas du tout avoir subi 
d’élimination puisqu’ils représentent la même proportion que chez les souris TNP5, 
contrairement à ceux de la souris TNP4/TTR qui sont presque entièrement supprimés dans le 
thymus. Le destin d’un lymphocyte durant le mécanisme de tolérance dans le thymus peut être 
influencé par différents facteurs impliqués dans le lien TCR-pCMH, comme le nombre de 
TCR et/ou l’avidité du lymphocyte, la quantité de peptide présenté par les cellules 
présentatrices, et la balance entre l’engagement de molécules de co-stimulation et d’inhibition. 
Il est admis que le niveau de TCR exprimé sur les lymphocytes doubles positifs dans le 
thymus est plus bas que sur les lymphocytes matures retrouvés en périphérie (McNeil and 
Evavold 2002; Choisy-Rossi, Holl et al. 2004). Nous n’avons pas mesuré le niveau 
d’expression du TCR Tg sur les thymocytes doubles positifs, mais une diminution du niveau 
de TCR expliquerait difficilement comment les LT CD8+ spécifiques à la NP chez la souris 
TNP4/TTR (provenant du croisement avec une souris qui surexprime le TCR) sont éliminés, 
alors que ceux de la souris TNP5/TTR (résultant du croisement avec une souris exprimant un 
niveau de TCR comparable à une souris de type sauvage) ne le sont pas. La reconnaissance 
antigénique est très sensible et un nombre de molécules peptide-CMH (pCMH) aussi faible 
que 1-50 peut activer un lymphocyte (Eisen, Sykulev et al. 1996; Sykulev, Joo et al. 1996). La 
quantité de molécules de peptide disponibles (pCMH) pour la présentation par les cellules 
dendritiques semble être cruciale pour la sélection positive ou négative des clones de cellules 
T exprimant un TCR de haute affinité pour les antigènes du soi. Cet argument est appuyé par 
les études sur la tolérance des LT spécifiques à l’antigène masculin HY : ils sont éliminés dans 
le thymus des souris mâles, mais pas chez les femelles qui n’expriment pas cet antigène (pas 
de présentation thymique) (Kisielow, Teh et al. 1988; Steinmetz, Bluthmann et al. 1989). Dans 
le même sens, l’invalidation séquentielle de copies des gènes de l’insuline Ins1 et/ou Ins2 
montre que la quantité d’insuline exprimée, et donc disponible pour la présentation 
antigénique, a un impact sur la sélection négative des clones de LT réactifs à l’insuline et par 
conséquent, sur le développement du diabète (Chentoufi and Polychronakos 2002; Fan, Rudert 
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et al. 2009). Une différence d’expression de la NP dans le thymus des souris TNP4/TTR et 
TNP5/TTR semble invraisemblable en raison de la spécificité du promoteur TTR, et serait une 
explication peu probable à la différence de tolérance centrale observée chez ces deux lignées. 
La délétion thymique des lymphocytes spécifiques à la NP chez la souris TNP4/TTR 
pourrait également s’expliquer par le manque de molécules co-stimulation relatives au nombre 
élevé de molécules de TCR présentes sur les lymphocytes ou par un nombre accru de 
molécules d’inhibition. L’engagement du TCR (signal 1) en absence de costimulation 
suffisante via CD28 (signal 2) est reconnu pour entraîner l’anergie d’un clone de LT, qui se 
traduit par un état de non-réponse en présence de l’Ag (Harding, McArthur et al. 1992; Tan, 
Anasetti et al. 1993; Schwartz 2003). Nous avons justement observé que les quelques LT 
CD8+ spécifiques à la NP qui réussissent à rejoindre la périphérie chez les souris TNP4/TTR 
ne répondent pas à la stimulation antigénique, ce qui suggère qu’ils ont adopté un phénotype 
compatible avec l’anergie. Cependant, la nécessité d’avoir un équilibre entre le nombre de 
molécules de TCR engagées et les molécules de costimulation telles que CD28 n’est pas 
confirmé et demeure donc hypothétique. Un ratio TCR/CD28 très élevé pourrait créer un 
signal de rétroaction négative quelconque qui resterait à déterminer. En ce qui concerne les 
molécules d’inhibition, CTLA-4, un antagoniste de CD28, s’accumulerait de façon 
proportionnelle au signal TCR reçu par le lymphocyte, le rendant ainsi plus susceptible à 
l’inhibition (Egen and Allison 2002). Selon cette logique, le nombre surexprimé de TCR sur 
les lymphocytes de la souris TNP4/TTR recevrait plus de signaux ou un signal plus fort via 
l’engagement de ses TCR, qui induirait une plus grande formation de CTLA-4 se traduisant en 
signal inhibiteur. Ce dernier mécanisme semble le plus plausible dans notre modèle, puisqu’il 
s’applique aux résultats de la sélection thymique de chacune des souris TNP4/TTR et 
TNP5/TTR, tout en tenant compte de l’avidité fonctionnelle respective de chacun des clones 
de LT.  
Les LT périphériques spécifiques à la NP représentent une proportion significativement 
plus grande chez les souris TNP5/TTR que chez les souris TNP4/TTR, et contrairement à ces 
dernières, elles démontrent des capacités d’activation et effectrices. En effet, les LT 
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spécifiques à la NP chez la souris TNP4/TTR ont été incapables de proliférer en présence de 
l’antigène. De plus, leur fonction effectrice était aussi inhibée car ils n’ont pas exprimé le 
CD107a lors du test de dégranulation. L’absence d’activation des LT de TNP4/TTR est 
corroborée par la très faible sécrétion d’IL-2. Par contre la sécrétion d’IFN-γ n’est pas 
détectable à ce moment pour les 2 lignées. De plus, nous avons découvert que les LT NP-
spécifiques périphériques se concentrent dans le foie des TNP5/TTR et qu’ils présentent des 
propriétés fonctionnelles menant au développement spontané d’une HAI (Chabot, Fakhfakh et 
al. 2013). Le rôle du foie comme site d’activation primaire des LT est reconnu, mais ceux-ci 
sont habituellement éliminés peu après leur activation (Bertolino, Trescol-Biemont et al. 1998; 
Bertolino, McCaughan et al. 2002; Bowen, Zen et al. 2004; Holz, Benseler et al. 2008; 
Benseler, Warren et al. 2011). L’ensemble des résultats suggèrent que les LT CD8+ 
spécifiques à la NP se retrouvant en périphérie sont fonctionnels et sont retenus dans le foie, 
où ils s’activent et causent une HAI spontanée chez la souris TNP5/TTR. Par contre chez la 
souris TNP4/TTR, ils sont presque tous éliminés dans le thymus et ceux qui réussissent à 
s’échapper adoptent un état semblable à l’anergie, qui demeure asymptomatique jusqu’à un 
âge avancé.  
En raison de la nature du promoteur TTR, spécifique aux hépatocytes, nous ne nous 
attendions pas à retrouver d’expression de l’antigène dans le thymus des souris dans notre 
modèle d’HAI. Pour cette raison, nous ne nous sommes pas attardés aux mécanismes de 
tolérance centrale dans nos souris double Tg. Cependant, l’existence possible de mécanismes 
de présentation antigénique par une population spécifique de cellules présentatrices migrantes 
et la sélection des lymphocytes spécifiques à la NP dans le thymus des souris TNP4/TTR et 
TNP5/TTR mériteraient davantage d’investigation. Les niveaux de TCR, de CD28 et de 
CTLA-4 dans le thymus des deux lignées de souris double Tg durant les stades double positif 
et simple négatif du développement des lymphocytes devraient aussi être quantifiés. De plus, 
l’avidité fonctionnelle des deux clones de lymphocytes T CD8+ spécifiques à la NP devrait 
être revalidée chez les souris double Tg.  
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2.3 Les lymphocytes T autoréactifs des mâles adultes diabétiques présentent 
un phénotype activé/mémoire particulier 
Nous avons observé une différence dans la proportion de LT CD8+ spécifiques à la NP 
dans le thymus des souris TNP4/RIP et TNP5/RIP, mais les proportions en périphérie étaient 
semblables. Chez la souris RIP-NP, utilisée pour créer notre modèle de DAI, les lymphocytes 
cytotoxiques plus avides sont supprimés dans le thymus, laissant ceux de plus faible avidité 
atteindre les organes périphériques (von Herrath, Dockter et al. 1994).  Le même phénomène 
peut être observé dans notre modèle de DAI; les clones spécifiques à la NP provenant du 
croisement avec la souris TNP5 (TNP5/RIP), possédant une avidité fonctionnelle plus élevée, 
ont été davantage éliminés dans le thymus puisque leur proportion est moindre que celle des 
LT Tg provenant du croisement avec la souris TNP4 (TNP4/RIP). En périphérie, (rate, 
ganglions et sang) les LT spécifiques à la NP constituent environ 2,5% des CD8+ chez les 
deux lignées TNP4/RIP et TNP5/RIP. Nous avons noté une différence significative dans la 
prolifération entre les splénocytes des deux lignées qui pourrait s’expliquer par leur différence 
d’avidité fonctionnelle. Par contre, les deux lignées acquièrent de capacités effectrices 
semblables (dégranulation, sécrétion d’IL-2 et d’IFN-γ). De plus, des autoanticorps dirigés 
contre la NP ont été détectés chez les deux sexes. Chez la souris NOD, des autoanticorps sont 
présents chez les deux sexes, bien qu’ils ne soient pas responsables de l’initiation du processus 
diabétogénique chez les femelles. Par contre, ils pourraient participer à l’amplification de la 
réaction d’activation des LT autoréactifs en capturant des protéines des cellules β 
pancréatiques tout en facilitant leur présentation par les lymphocytes B (Roep, Atkinson et al. 
2004).  
La raison pour laquelle les mâles NOD sont protégés du diabète, contrairement aux 
femelles n’est pas bien comprise. Il existe une différence dans la réponse immune des mâles 
NOD qui est orientée vers une réponse de type Th2 caractérisée par la sécrétion d’IL-4, alors 
que les femelles sécrètent surtout de l’IFN-γ, typique d’une réponse de type Th1 (Bao, Yang et 
al. 2002). La modulation du niveau d’IFN-γ en modifiant le niveau des hormones sexuelles 
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joue sur la susceptibilité des femelles NOD (Bao, Yang et al. 2002; Markle, Frank et al. 2013). 
Cependant, nous n’avons noté aucune différence de sécrétion d’IFN-γ entre les mâles et les 
femelles. D’ailleurs, nous n’avons trouvé aucune différence entre les mâles et les femelles 
TNP4/RIP et TNP5/RIP âgés de moins de 12 semaines, tant au niveau de leur répertoire de LT 
spécifiques à la NP, de leur activation ou de l’acquisition des fonctions effectrices. Sur la base 
de ces observations, nous n’avons pas pu identifier des facteurs qui nous auraient permis de 
prédire qu’un individu donné serait susceptible de développer un DAI à l’âge adulte. Par 
contre, nous avons découvert que les LT CD8+ des mâles hyperglycémiques présentaient un 
phénotype singulier de marqueurs d’activation/mémoire comparativement aux mâles 
présentant une glycémie normale et aux femelles du même âge.  
Dans notre modèle, les LT CD8+ des mâles hyperglycémiques surexprimaient les 
molécules CD44, CD122 et PD-1. Les LT CD8+ CD122+ naturellement présents chez des 
souris saines expriment aussi les marqueurs CD44 et CD62L, et pour cette raison, ils ont 
d’abord été classifiés en tant que cellules mémoire (Walzer, Arpin et al. 2002). Par la suite, 
des propriétés régulatrices leur ont été attribuées, et plus particulièrement à la sous-population 
exprimant PD-1, qui se sont avérés capables de contrer l’action de LT agressifs dans un 
contexte d’infection chronique (Suzuki, Shi et al. 2008; Dai, Wan et al. 2010). Dans le modèle 
de DAI, la destruction des tissus pancréatiques chez les mâles diabétiques entraîne le 
relâchement constant de l’autoantigène NP, ce qui peut entraîner des effets semblables à une 
infection chronique et stimuler une partie des LT à se différencier en cellules régulatrices, 
comme la sous-population CD8+ CD122+ PD-1+, pour tenter de contrer la réaction 
autoimmune. Cependant, cet effort n’était pas efficace, puisque les mâles diabétiques 
continuaient à dépérir rapidement.  
Dans le modèle de DAI, il reste à déterminer si le phénotype particulier des LT CD8+ 
CD122+ PD-1+ reflète fidèlement l’évolution de la maladie et s’il peut être utilisé comme 
marqueur prédictif du développement du diabète. Ainsi, la cinétique d’apparition de ces LT 
par rapport à l’augmentation de la glycémie et à la quantité d’autoantigène circulant devrait 
être examinée. Aussi, l’influence des hormones sexuelles sur le développement ou la 
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protection du diabète dans notre modèle pourrait être évaluée. Plusieurs études sur l’effet des 
hormones sexuelles dans le développement des MAI concluent à un effet protecteur des 
hormones mâles (Nussinovitch and Shoenfeld 2012; Markle, Frank et al. 2013). Par exemple, 
chez la souris NOD, l’incidence du diabète augmente chez les mâles castrés, alors que les 
femelles traitées avec des androgènes sont protégées contre la maladie (Makino, Kunimoto et 
al. 1981; Fox 1992). De plus, les hommes atteints de MAI présentent souvent un faible niveau 
de testostérone et un niveau d’estrogène élevé (Tengstrand, Carlstrom et al. 2002; Castagnetta, 
Carruba et al. 2003; Tengstrand, Carlstrom et al. 2003; Tomassini, Onesti et al. 2005). Ainsi, il 
serait indiqué de mesurer le niveau des hormones sexuelles chez nos mâles, particulièrement 
ceux qui développent le diabète, afin déterminer si un débalancement hormonal pourrait être 
en cause dans notre modèle de DAI. 
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3 Conclusions et perspectives 
Nous avons étudié le développement des clones de LT CD8+ autoréactifs Tg 
spécifiques à la NP dans deux nouveaux modèles murins de maladies autoimmunes. Notre 
modèle expérimental d’HAI reproduit certaines des caractéristiques observées lors de la 
maladie humaine. La sélection et le développement des LT CD8+ autoréactifs dans un modèle 
dépourvu d’expression antigénique thymique ont rarement fait l’objet de recherches et 
demeurent moins bien compris que dans les modèles où l’Ag est exprimé de façon ectopique 
dans le thymus. Ainsi, la caractérisation des mécanismes présents dans le thymus des souris 
TNP4/TTR et TNP5/TTR constitue une excellente opportunité de faire avancer les 
connaissances sur l’HAI et d’autres MAI qui touchent des organes isolés de l’organisme et 
dont l’absence de modèle adéquat limite la compréhension de la pathogenèse. D’autre part, 
notre modèle de DAI, l’un des rares modèles de MAI à prévalence masculine, pourrait se 
révéler très utile pour identifier de nouveaux marqueurs phénotypiques caractéristiques des 
premiers stades du développement du diabète qui pourraient permettre d’établir de nouvelles 
stratégies pour arrêter ou ralentir la progression du diabète chez des individus génétiquement 
prédisposés.  
Dans notre modèle d’HAI, où l’antigène NP est exprimé seulement dans le foie (Ag 
tissulaire restreint), il y a tout de même une présentation possible de la NP au niveau 
thymique, probablement grâce à des cellules dendritiques migrant de la périphérie. Chez la 
souris TNP5/TTR, les LT autoréactifs qui se retrouvent en périphérie s’accumulent dans le 
foie, où ils s’activent et causent une HAI spontanée. Chez la souris TNP4/TTR, la 
surexpression du TCR pourrait induire un signal très fort lors de la présentation antigénique et 
permettre une accumulation accrue de CTLA-4 qui rendrait les LT Tg plus susceptibles à 
l’inhibition. D’autre part, dans notre modèle de DAI, nous avons confirmé que lorsque 
l’autoantigène NP est exprimé dans le pancréas et le thymus (Ag ubiquitaire), le modèle 
classique de sélection selon l’avidité semble respecté et les clones de LT ayant une avidité 
fonctionnelle plus élevée sont assujettis à une délétion thymique plus importante. Les LT 
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CD8+ autoréactifs se retrouvant en périphérie chez les mâles adultes peuvent acquérir un 
phénotype s’apparentant à des LT mémoires régulateurs, et pourraient se développer en 
réaction au relâchement constant de l’autoantigène NP lors de la destruction du tissu 
pancréatique.  
Les deux nouveaux modèles murins double transgéniques de maladies autoimmunes 
développés dans le cadre du présent projet constituent des outils de choix pour mieux 
comprendre le rôle des LT CD8+ autoréactifs dans le bris de tolérance et la progression des 
réactions autoimmunes spécifiques d’organes. Le tableau 5.I résume les principales 
caractéristiques de la tolérance, de l’activation et de la fonction des LT CD8+ spécifiques à la 
NP dans chacune des lignées de souris double Tg. Une caractérisation plus poussée des 
mécanismes de tolérance centrale et périphérique des LT CD8+ autoréactifs dans ces modèles 
permettra d’identifier des biomarqueurs utiles à un diagnostic plus précoce et à un meilleur 
suivi du développement de la réponse autoimmune, et d’identifier des cibles thérapeutiques 
potentielles pour le traitement des maladies autoimmunes et du cancer.  
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Tableau 5.I Comparaison de la tolérance et de la fonctionnalité des LT CD8+ autoréactifs chez 
les lignées de souris double Tg. 
 HAI DAI 
 TNP4/TTR TNP5/TTR TNP4/RIP TNP5/RIP 
Lieu d’expression de 
l’antigène Foie Foie Pancréas et thymus Pancréas et thymus 
Niveau d’expression 
du TCR Surexprimé Normal Surexprimé Normal 
Avidité fonctionnelle 
du clone CD8+ Tg Moyenne  Forte Moyenne Forte 
Répertoire des LT 
dans le thymus 
Délétion quasi-
totale au stade SP 
des LT CD8+ 
spécifiques 
(±1,5%) 
Aucune délétion 
des LT CD8+ 
spécifiques (30%) 
Délétion partielle 
des LT CD8+ 
spécifiques (15%) 
Délétion partielle 
des LT CD8+ 
spécifiques (5%) 
Répertoire des LT 
en périphérie 
*LT CD8+ 
spécifiques très 
rares (±1,5%) 
*LT CD8+ 
spécifiques 4-5% 
*Enrichissement 
des LT CD4+ et 
CD8+ dans foie 
*LT CD8+ 
spécifiques 3-4% 
*LT CD8+ 
spécifiques 3-4% 
Activation des LT 
CD8+ spécifiques 
(prolifération, 
production d’IL-2) 
*Prolifération 
défectueuse 
*Très faible 
production d’IL-2 
*Bonne 
prolifération 
*Faible production 
d’IL-2  
*Bonne 
prolifération 
*Bonne production 
d’IL-2 
*Très bonne 
prolifération 
*Bonne production 
d’IL-2 
Fonction effectrice 
des LT CD8+ 
spécifiques 
(production d’IFN-γ, 
dégranulation) 
*IFN-γ indétectable 
*Capacité lytique 
très faible 
*IFN-γ à peine 
détectable 
*Bonne capacité 
lytique 
*Bonne production 
d’IFN-γ  
*Capacité lytique 
faible 
* Bonne production 
d’IFN-γ 
*Bonne capacité 
lytique 
Phénotype des LT 
CD8+ spécifiques 
(marqueurs 
d’activation) 
*Faiblement 
activés après 
restimulation 
(possiblement 
anergiques) 
*Fortement activés 
après restimulation 
*Moyennement 
activés après 
restimulation 
*Population 
dominante CD122+ 
PD-1+ chez les M 
diabétiques 
(possiblement 
régulateurs) 
*Moyennement 
activés après 
restimulation 
*Population 
dominante CD122+ 
PD-1+ chez les M 
diabétiques 
(possiblement 
régulateurs) 
Présence 
d’autoanticorps 
(anti-NP) 
Non Oui Oui Oui 
Autoimmunité 
spontanée Non Oui (M et F) 
Oui (M) 
Non (F) 
Oui (M) 
Non (F) 
Légende : M, mâles; F, femelles.    
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